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1 Einleitung
Die Ku¨nstliche Besamung (KB) besitzt beim Nutztier schon lange Zeit eine große Bedeu-
tung. Beim Hund hat sich die KB bis jetzt noch nicht durchgesetzt. Dies liegt zum Teil
an dem Reglement der nationalen Hundezuchtverba¨nden und Vereinen, die den Einsatz der
Besamung ablehnen oder stark reglementieren. Aus der Erfahrung mit anderen Tierarten
kann man aber erwarten, dass sich langfristig auch beim Hund die KB durchsetzten wird.
Ziel dieser Arbeit war es, den momentanen Stand der Wissenschaft auf allen Teilgebieten
der KB beim Hund aufzuzeigen. Dazu za¨hlen die Spermagewinnung und- untersuchung, die
Mo¨glichkeiten der Samenkonservierung, die Bestimmung des optimalen Besamungszeitpunk-
tes bei der Hu¨ndin und die Techniken der Sameneinfu¨hrung.
Im zweiten Teil der Arbeit werden zwei Lernfa¨lle als CASUS-Programm zur Aus-, Fort-
und Weiterbildung von Studenten der Tiermedizin und praktischen Tiera¨rzten pra¨sentiert.
CASUS-Lernfa¨lle stellen eine Form des E-Learnings dar, das der reinen Wissensvermitt-
lung und Wissensu¨berpru¨fung dient. Hier sollte ein Lernfall die Teilschritte der KB auf der
ma¨nnlichen Seite (Spermagewinnung, -untersuchung und -konservierung) erkla¨ren, der zwei-
te Lernfall bescha¨ftigt sich mit der Bestimmung des optimalen Besamungszeitpunktes und
der Technik der Sameneinfu¨hrung beim weiblichen Tieren.
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2 Literatur
Die ku¨nstliche Besamung besitzt seit Jahren einen hohen Stellenwert in der Fortpflanzung
von Menschen und Haustieren. Wa¨hrend sie beim Menschen dazu dient, die Unfruchtbar-
keit zu umgehen, wird sie beim Haustier gezielt zur Zucht verwendet. In der Rinder-, und
Pferdezucht geho¨rt die ku¨nstliche Besamung schon lange zur ta¨glichen Arbeit eines Tier-
arztes. Beim Hund u¨berwiegt bisher der Natursprung. Deshalb wurden die verschiedenen
Bereiche der ku¨nstlichen Besamung bei Rindern, Schweinen und Menschen im Gegensatz
zum Hund bis dato mehr erforscht. Einige der Ergebnisse anderer Gattungen ko¨nnen fu¨r den
Hund u¨bernommen werden. Doch jede Tierart hat ihre Besonderheiten. Die folgenden Ka-
pitel werden auf die Erkenntnisse der Forschung u¨ber die ku¨nstliche Besamung beim Hund
der vergangen zehn Jahre eingehen. Sie sollen einen U¨berblick u¨ber den aktuellen Stand der
Forschung geben.
2.1 Spermagewinnung
Die gewu¨nschte Verbindung zwischen Zuchttieren zu schaffen, ist oft aus logistischen oder
Sympathiegru¨nden nicht mo¨glich. Die ku¨nstliche Besamung ist meist die einzige Mo¨glich-
keit, diese Probleme zu umgehen. Der erste Schritt einer jeden ku¨nstlichen Besamung ist
die Spermagewinnung. Im Gegensatz zu anderen ma¨nnlichen Caniden, die ein saisonales
Zuchtgeschehen aufweisen, kann der Ru¨de jederzeit abgesamt werden. Lediglich in den Som-
mermonaten wurde ein leichter Ru¨ckgang der Spermaproduktion festgestellt [120].
2.1.1 Untersuchung
Vor der Spermagewinnung sollte der Ru¨de auf gesundheitliche und geschlechtliche Zucht-
tauglichkeit untersucht werden. Wichtig sind dabei Erbgesundheit, allgemeine Gesundheit,
Geschlechtsgesundheit, Begattungs- und Befruchtungsfa¨higkeit [86].
Einer kurzen Allgemeinuntersuchung folgt die andrologische Untersuchung. Mit dieser wird
das Freisein von Erkrankungen der Genitale einschließlich Genitalinfektionen durch Adspek-
tion und Palpation von Hoden, Nebenhoden, Skrotum, Prostata, Penis und Pra¨putium u¨ber-
pru¨ft. Da sich auch im Genitaltrakt gesunder Ru¨den vor allem im Pra¨putium und an der
Glans penis, eine Vielzahl an Bakterien (z.B. Staphylococcus intermedius, E. coli, Brucella
canis,...) befinden, ist zusa¨tzlich eine mikrobiologische Untersuchung zu empfehlen. Einige
2
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dieser Bakterien ko¨nnen auf die Hu¨ndin u¨bertragen werden und zu klinischen Krankheitssym-
ptomen und Fortpflanzungssto¨rungen fu¨hren [86]. Ein Beispiel hierfu¨r ist das grammnegative
Bakterium Brucella canis. Die Brucellose verla¨uft beim Ru¨den oft symptomlos. Sie kann aber
auch zur ein- oder beidseitigen Testitis fu¨hren. Selbst bei symptomfreien Verla¨ufen jedoch,
wird es mit dem Sperma u¨bertragen, und fu¨hrt bei der Hu¨ndin zum Abort um den 50.Tag
[208].
Durch die Beobachtung der Paarungsreflexkette kann die Begattungsfa¨higkeit des Ru¨den
beurteilt werden. Die Paarungsreflexkette wird durch bestimmte Reize, vor allem aber durch
die Anwesenheit einer la¨ufigen Hu¨ndin induziert. Sie setzt sich aus der Libido (Reaktionszeit
zwischen Kontaktaufnahme und Aufsprungversuch) und dem Ablauf der Paarungsreflexe
(Vorspiel, Erektion, Aufsprung,...) zusammen [86]. Eine hier beobachtete verringerte Libi-
do kann innere und a¨ußere Ursachen haben. Innere Ursachen ko¨nnen Sto¨rungen des Allge-
meinbefindens, Vera¨nderungen des Hormonhaushaltes oder psychische Ursachen (z.B. Angst)
sein. Als a¨ußere Ursachen wirken die vorgegebenen Ra¨umlichkeiten, die anwesenden Perso-
nen und die Hu¨ndin (Dominanzverhalten) auf den Ru¨den ein. Deshalb sind ein ruhiger, etwas
abgedunkelter Raum, sowie ein stressfreier Umgang mit dem Ru¨den Voraussetzung fu¨r eine
erfolgreiche Spermagewinnung. Der Spermagewinnung folgt eine ausfu¨hrliche Untersuchung
des Ejakulats und der einzelnen Samenzellen. Erst dieses Ergebnis erlaubt eine Aussage u¨ber
die zu erwartende Befruchtungsfa¨higkeit des Spermas [86].
2.1.2 Mo¨glichkeiten der Spermagewinnung
Allgemein unterscheidet man zwei grundlegende Mo¨glichkeiten der Spermagewinnung. Zum
einen kann Sperma durch Kastration epididymal gewonnen, zum anderen wa¨hrend der Eja-
kulation aufgefangen werden. Schon in den 50er Jahren bescha¨ftigten sich Foote [68] und
andere Wissenschaftler mit den Mo¨glichkeiten der Spermagewinnung. Nachdem einige Me-
thoden untersucht und beurteilt wurden, kristallisierte sich die manuelle Spermagewinnung,
die zur Gewinnung von Sperma durch Ejakulation za¨hlt, als die vorherrschende Technik her-
aus. Diese wurde in den vergangenen Jahren lediglich modifiziert. Der folgende Absatz wird
einen kurzen U¨berblick u¨ber alle bekannten Techniken geben.
Epididymale Spermagewinnung
Die epididymale Spermagewinnung erfolgt immer zusammen mit einer Kastration, da dafu¨r
die Hoden des Ru¨den beno¨tigt werden. Nach der Entfernung der Hoden, wird der Nebenho-
den abgetrennt. Wenn die Ducti epididymidis freigelegt sind, werden sie mit einer Spritze
durchgespu¨lt. Das Sperma wird am anderen Ende des Ductus in einem Gefa¨ß aufgefangen.
Die epididymale Spermagewinnung erfordert eine Kastration, was eine weitere Verwendung
des Ru¨den zur Zucht unmo¨glich macht [101]. Außerdem ist das Ejakulat, das in frischem Zu-
stand eine gute Qualita¨t aufweist, besonders kurzlebig und zur Konservierung nur schlecht
geeignet. Obwohl diese Art der Spermagewinnung damit zwei große Nachteile besitzt, ver-
suchten Wissenschaftler immer wieder diese Methode, und insbesondere die Nachbereitung
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des Spermas zu verbessern.
Ponglowhapan [180] beispielsweise ist der Meinung, dass die epididymale Spermagewinnung
bei plo¨tzlich verstorbenen Ru¨den zur Erhaltung der Art von Bedeutung sein ko¨nnte. Deshalb
versuchte er in seiner Studie herauszufinden, in wie weit es mo¨glich ist, epididymal gewonne-
nes Sperma zu konservieren. Er verwendete dafu¨r zwanzig gesunde Hunde und den u¨blichen
Tris-Glucose-Eigelb Verdu¨nner (siehe Abschnitt 2.3). Mit Hilfe der Spermauntersuchung (sie-
he Abschnitt 2.2) beurteilte er Motilita¨t, Membranintegrita¨t und Akrosomenreaktion. Im
Vergleich zu ejakuliertem Sperma, dessen Gewinnung im na¨chsten Abschnitt erkla¨rt wird,
erhielt er folgende Ergebnisse. Beim Epididymalsperma nahm die Motilita¨t schon in den
ersten Tagen schnell ab. Das Ejakulat dagegen behielt bis zu acht [180, 222] oder zehn [236]
Tagen eine ausreichende Qualita¨t. Die Kryokonservierung von Epididymalsperma fu¨hrte zu
schlechten Ergebnissen. Sowohl Motilita¨t als auch Membranintegrita¨t waren mindestens auf
ein Drittel reduziert. Die Kryokonservierung eines Ejakulats war jedoch gut mo¨glich. Dabei
machte es wiederum keinen Unterschied, ob das Sperma sofort nach der Gewinnung oder
nach zwei bis vier Tagen Ku¨hlung kryokonserviert wurde. Trotz dieser Ergebnisse bestreb-
te Ponglowhapan die Wiederholung seiner Versuche unter optimalen Bedingungen mit dem
Einschluss von in vitro Experimenten, um einen Eindruck von der Funktionalita¨t des kon-
servierten Spermas zu gewinnen.
Spermagewinnung durch Ejakulation
Eine Ejakulation kann beim Natursprung, oder mittels Stimmulation durch Elektroden,
durch eine ku¨nstliche Vagina, oder manuell erfolgen.
Nach Foote [68] kann die Elektroejakulation bei Hunden eingesetzt werden, die auf keinem
anderen Wege zu einer Ejakulation angeregt werden ko¨nnen. Da diese jedoch eine Ana¨sthesie
des Ru¨den erfordert, ist sie fu¨r eine Verwendung in der Zucht mit ha¨ufiger Spermagewinnung
nicht geeignet.
Ebenfalls bei Foote [68] ist die Verwendung einer ku¨nstlichen Vagina beschrieben. Diese
erfordert allerdings einen hohen Aufwand an Gera¨tschaften, die wegen den verschiedenen
Hunderassen in unterschiedlichen Gro¨ßen vorliegen mu¨ssen.
Bis heute hat sich die Spermagewinnung mit manueller Stimulation durchgesetzt. Sie beno¨tigt
nur wenig Hilfsmittel, ist einfach mit einer sauberen Trennung der drei Fraktionen durch-
zufu¨hren, hygienisch einwandfrei und wiederholbar [86].
Fu¨r einen erfolgreichen Ablauf der manuellen Samengewinnung ist ein ruhiger, abgedunkel-
ter Untersuchungsraum von Vorteil. Der Ru¨de muss sich wohl fu¨hlen, und darf nicht durch
eine unno¨tig hohe Anzahl an Personen beunruhigt werden. Beno¨tigt werden drei auf 38◦C
vorgewa¨rmte Gla¨ser, Papiertu¨cher fu¨r die Reinigung des Pra¨putiums und nicht spermizide
Handschuhe [7, 86]. Besonders beim unerfahrenen Ru¨den ist die Anwesenheit einer Hu¨ndin
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im Proo¨strus oder besser noch im O¨strus notwendig, um die Libido des Ru¨den zu erregen
[121].
Die manuelle Spermagewinnung wurde bereits von verschiedenen Wissenschaftlern beschrie-
ben [207, 86, 127]. Kutzler [121] fasste diese, sich sehr a¨hnelnden Verfahren in einem Review
zusammen. Fu¨r die Spermagewinnung wird der Ru¨de mit einer la¨ufigen Hu¨ndin zusammen-
gebracht. Sobald der Ru¨de Interesse an der Hu¨ndin zeigt, wird die Eichel mit leichtem Druck
durch das Pra¨putium hindurch massiert. Beginnt der Bulbus glandis anzuschwellen, muss das
Pra¨putium zuru¨ckgeschoben werden. Dies ist ein entscheidender Schritt bei der Absamung.
Wenn der Operateur diesen Moment verpasst, la¨sst sich das Pra¨putium wegen des geschwolle-
nen Bulbus nicht mehr zuru¨ckschieben. In dem Fall mu¨sste der Ru¨de von der Hu¨ndin entfernt
werden. Mit der Spermagewinnung kann dann erst fortgefahren werden, wenn die Erektion
des Ru¨den wieder vollsta¨ndig abgeklungen ist. Wenn das Pra¨putium rechtzeitig hinter den
Bulbus geschoben wurde, wird leichter Druck auf den Penis ausgeu¨bt. Dies geschieht, indem
direkt proximal des Bulbus ein Ring aus Daumen und Zeigefinger gebildet wird. Auf diesen
Druck hin, beginnt der Ru¨de mit der Ejakulation. Die ersten Tropfen werden sogleich in
einem Gefa¨ß aufgefangen. Beginnt der Hund eines seiner Hinterbeine zu heben, sollte ihm
der Operateur beim Umsteigen helfen, und dreht den Penis dabei um 180◦ nach hinten. Die
zweite, tru¨be und spermienreiche, sowie die dritte, wieder klare Fraktion werden getrennt
voneinander in den na¨chsten beiden Gla¨sern aufgefangen. Am Ende der Absamung wird der
Penis mit einer antibiotikahaltigen Salbe behandelt, um ihn vor Entzu¨ndungen zu schu¨tzen.
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2.2 Spermauntersuchung
Die Spermauntersuchung soll dazu dienen, eine Aussage u¨ber die Fertilita¨t des jeweiligen
Ejakulats treffen zu ko¨nnen. Eine sehr gute Spermaqualita¨t geht in der Regel mit einem
zufriedenstellenden Befruchtungsergebnis einher, eine Schlechte dagegen mit einem unbefrie-
digenden Befruchtungsergebnis [173]. Um Qualita¨t und Funktion eines Ejakulats beurteilen
zu ko¨nnen, mu¨ssen verschiedene Parameter ermittelt werden. Die Parameter unterscheiden
sich zwar in Ihrer Aussagekraft. Keiner der Parameter erlaubt jedoch eine sichere Vorhersage
u¨ber das Befruchtungsergebnis [9, 173]. Da sich das Sperma durch die Konservierung a¨ndern
kann, sollte kurz vor der Besamung noch einmal eine Spermauntersuchung durchgefu¨hrt
werden, um realistische Vorhersagen fu¨r dessen Fertilita¨t treffen zu ko¨nnen [87, 241].
2.2.1 Parameter
Die Spermauntersuchung erfolgt in zwei Stufen durch die makroskopische und mikroskopi-
sche Untersuchung. Diesen Untersuchungen ko¨nnen sich funktionelle Tests anschließen.
Die makroskopische Untersuchung des gewonnenen Spermas schließt die Beurteilung der Pa-
rameter Volumen, Erscheinung und Farbe der drei Fraktionen mit ein. Anschließend erfolgt
die mikroskopische Untersuchung der zweiten, spermienreichen Fraktion. Hier werden sa¨mtli-
che Motilita¨ts- (siehe Abschnitt 2.2.1.1) und Morphologieparameter (siehe Abschnitt 2.2.1.2)
bestimmt. Funktionelle Tests beurteilen schließlich die Verhaltensparameter der Spermien
unter in-vitro Bedingungen (siehe Abschnitt 2.2.4). Bei diesen Tests werden Spermien meist
auf unterschiedliche Art und Weise in Kontakt mit der Eizelle gebracht, um deren Reaktion
zu u¨berpru¨fen.
Im folgenden Abschnitt wird auf die wichtigsten Parameter eingegangen.
2.2.1.1 Motilita¨t
Die Motilita¨t ist einer der am Ha¨ufigsten untersuchten Parameter. Zur Motilita¨tsbestimmung
wird die (Vorwa¨rts-)Beweglichkeit der Spermien untersucht. Sie gilt als einer der aussage-
kra¨ftigsten Parameter fu¨r die Fertilita¨t. Da die Beweglichkeit eines Spermiums eine intakte
Struktur und Funktion voraussetzt, korreliert sie positiv mit Morphologie und Membranin-
tegrita¨t [118, 119, 173, 122, 128, 71].
Die (Vorwa¨rts-)Beweglichkeit kann sowohl mit konventionellen Methoden, wie der Lichtmi-
kroskopie, als auch mit modernen Techniken wie den CASA-Systemen, beurteilt werden.
Wa¨hrend CASA-Systeme (computer assistierte Samenanalyse - System) mit der Messung
verschiedener Bewegungsparameter eine objektive und pra¨zise Beschreibung der Motilita¨t
der Samenzellen liefern, gibt die Lichtmikroskopie einen subjektiven U¨berblick u¨ber die Ak-
tivita¨t der Spermaprobe.
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2.2.1.2 Morphologie
Morphologischen Defekten liegen fehlerhafte Vorga¨nge in den verschiedenen Entwicklungs-
stadien der Spermien vor der Ejakulation zu Grunde. Die Defekte finden sich sowohl in der
Schwanzregion, als auch im Kopfbereich eines Spermiums. Dementsprechend ko¨nnen die De-
fekte nach ihrer Lokalisation eingeteilt werden [33, 173]. Ihre Entstehung beruht auf Fehlern
in der Spermatogenese, oder pathologischen Vorga¨ngen, die auf dem Weg durch Nebenho-
den und Ductus deferens auf die Samenzelle einwirken. Vera¨nderungen, deren Ursache in
Spermatogenesefehlern begru¨ndet ist, werden als prima¨re Defekte, Vera¨nderungen, die ihren
Ursprung bei der Reifung im Nebenhoden oder Ductus deferens haben, als Sekunda¨re De-
fekte bezeichnet [158, 173]. Die Einteilung der Defekte kann folglich nicht nur nach deren
Lokalisation im Kopf- oder Schwanzbereich, sondern auch nach ihrer Entstehung in prima¨re
und sekunda¨re Defekte erfolgen [33, 173].
Es ist mo¨glich, dass sich nicht jeder morphologische Defekt negativ auf die Fertilita¨t aus-
wirkt. Prima¨re Vera¨nderungen beeinflussen die Qualita¨t des Ejakulats mehr als Sekunda¨re
[173]. So wird von sekunda¨ren Defekten, wie dem proximalen Tropfen angenommen, dass sie
die Fertilita¨t kaum beeintra¨chtigen [147, 173]. Liegt der Anteil morphologisch vera¨nderter
Spermien jedoch u¨ber 40 Prozent, dann ist auch bei sekunda¨ren Vera¨nderungen ein deutlich
schlechteres Befruchtungsergebnis zu erwarten [158, 173]. Nach Johnston [110, 173] sollten
im Hundeejakulat mindestens 80 Prozent morphologisch intakte Spermien sein.
Die Ursachen fu¨r die Entstehung morphologischer Defekte sind vielfa¨ltiger Natur. Medika-
mentelle Behandlungen beeinflussen die Entwicklung eines Spermiums ebenso wie Hitze,
Stress und hormonelle Imbalancen [173]. Morphologische Vera¨nderungen ko¨nnen mit ver-
schiedenen Untersuchungen erkannt werden. Meistens wird das Ejakulat dabei mit Hilfe
verschiedener Fa¨rbemethoden untersucht [173]. Neben der subjektiv visuellen Beurteilung
des Ejakulats auf morphologische Defekte, bieten sich CASA-Systme als objektive Untersu-
chungsmethoden an [173].
2.2.1.3 Konzentration
Die Konzentration an Spermien beurteilt als einziger Parameter nicht die Qualita¨t, sondern
ausschließlich die Quantita¨t der Spermien im Ejakulat. Sie geho¨rt neben der Motilita¨ts- und
Morphologiebestimmung zu den wichtigsten Parametern der Spermauntersuchung. Die Kon-
zentration wird in den meisten Fa¨llen mit dem Lichtmikroskop unter Verwendung verschie-
dener Za¨hlkammern gemessen. Eine Auswertung mit CASA-Systemen ist mo¨glich, jedoch
oft mit, durch die Bewegung der Spermien verfa¨lschtem Ergebnis.
2.2.1.4 Membranintegrita¨t
Die Membranintegrita¨t beschreibt den Zustand der Plasmamembran. Eine intakte Plasma-
membran ist essentiell fu¨r die Funktion eines Spermiums [119, 83]. Sie ermo¨glicht seine Ka-
pazitation (Umbauprozess in der Geba¨rmutter der Hu¨ndin, der den Kontakt mit der Eizelle
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ermo¨glicht) und spa¨ter die Akrosomenreaktion (Reaktion des Spermiums auf den Kontakt
mit der Eizelle). Diese sind Vorraussetzungen fu¨r das U¨berleben des Spermiums in Geba¨hr-
mutter und Eileiter, sowie fu¨r ein Eindringen des Spermiums in die Eizelle. Nach Check [173]
erlaubt die Membranintegrita¨t deshalb Ru¨ckschlu¨sse auf das zu erwartende Befruchtungser-
gebnis.
Die Plasmamembran reguliert auch die osmotischen Verha¨ltnisse einer Samenzelle [109, 83].
Dies wird beim Hypoosmotischen Schwelltest (HOST) ausgenutzt. Mit diesem funktionellen
Test kann die Intaktheit der Membran u¨berpru¨ft werden. Neben dem HOST besteht die
Mo¨glichkeit, die Membranintegrita¨t mittels konventioneller, nicht fluoreszierender Fa¨rbun-
gen wie der Eosin/Negrosin-Fa¨rbung, oder moderneren Fluoreszenzfa¨rbungen mit CFDA
(Carboxyfluorescein Diacetet) und PI (Propidium Jodid), zu bestimmen [195, 173].
2.2.1.5 Kapazitation
Die Kapazitation ist ein biochemischer Umbauprozess. Bei diesem wird eine Schutzhu¨lle aus
Glykoproteinen, die sich an der Kopfmembran der Spermien befindet, entfernt [82]. Wichtige
Enzyme und Proteine, die eine Akrosomenreaktion ermo¨glichen, werden dabei frei [97, 190].
Kapazitierte Spermien zeichnen sich durch Hyperaktivita¨t (siehe 2.2.1.6) aus. Diese Hype-
raktivita¨t kann mit dem Lichtmikroskop [113, 173], wie mit CASA-Systemen erkannt werden
[235]. Daneben weist auch eine erfolgte Akrosomenreaktion (siehe Abschnitt 2.2.1.6) auf eine
bereits geschehene Kapazitation hin, da sie diese voraussetzt [249, 173].
2.2.1.6 Akrosomenreaktion
Trifft ein kapazitiertes Spermium auf eine Eizelle, dann vera¨ndert sich das Spermium struk-
turell und funktional. Diese Vera¨nderungen werden unter dem Begriff Akrosomenreaktion
zusammengefasst [39, 83]. Das Akrosom besteht aus verschiedenen Proteinen und Enzymen.
Eines dieser Proteine an der Oberfla¨che des Akrosoms nimmt Kontakt mit dem ZP3 (Protein
der Eizelle) der Zona pellucida auf. Danach ko¨nnen Enzyme des Akrosoms die Zona Pelluci-
da auflo¨sen. Erst nach dieser sogenannten Akrosomenreaktion kann das Spermium die Zona
pellucida durchdringen [112]. Anschließend fusioniert die Plasmamembran der Samenzelle
mit der Plasmamembran der Eizelle [83, 112]. Beim Zusammentreffen eines nicht kapazitier-
ten Spermiums und der Eizelle, geschehen keine Vera¨nderungen an der Spermienmembran.
Das Spermium kann nicht eindringen.
Die Akrosomenreaktion kann sowohl konventionell mit nicht fluoreszierenden Fa¨rbungen wie
Giemsa [167], Trypan blue/Bismark brown/Rose Bengal [168], Spermac [97, 159] aber auch
auf modernem Wege mit fluoreszierenden Fa¨rbungen untersucht werden [39, 190]. Wichtig
ist dabei der Ausschluss von toten Zellen, da bei diesen das Akrosom bereits reagiert haben
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ko¨nnte (siehe Abschnitt 2.2.3.1).
2.2.2 Konventionelle Untersuchungsmethoden
Obwohl es inzwischen sehr viele Neuentwicklungen auf dem Gebiet der Spermauntersuchung
gibt, sind fu¨r die Untersuchung in der Praxis die konventionellen Verfahren (makroskopische
und mikroskopische Untersuchung) nach wie vor von entscheidender Bedeutung.
Zu den konventionellen Untersuchungsmethoden za¨hlen makroskopische wie mikroskopische
Untersuchungsmethoden. Trotz vieler Neuentwicklungen auf dem Gebiet der Spermaunter-
suchung, die sich in der Verfu¨gbarkeit von moderneren und objektiveren Techniken a¨ußern,
greifen Wissenschaftler wie Praktiker ha¨ufig auf konventionelle Techniken zuru¨ck. Da fu¨r die
tiera¨rztliche Praxis CASA-Systeme wegen der hohen Anschaffungskosten und dem großen
Aufwand meist unrentabel sind, wird das Sperma dort nach wie vor fast ausschließlich kon-
ventionell beurteilt. In der Wissenschaft werden konventionelle Untersuchungsmethoden auch
dazu beno¨tigt, den Vergleich von Ergebnissen neuerer Methoden mit vergangenen Ergebnis-
sen herstellen zu ko¨nnen.
Im Folgenden wird auf die wesentlichen makroskopischen und mikroskopischen Untersu-
chungsmethoden eingegangen.
2.2.2.1 Makroskopische Untersuchungen
Die makroskopische Untersuchung des gewonnenen Spermas schließt die Beurteilung von
den Parametern Volumen, Erscheinung und Farbe der drei Fraktionen mit ein. Bei der Sper-
magewinnung werden die Fraktionen getrennt voneinander in Glasgefa¨ßen mit Maßeinheit
aufgefangen (siehe Abschnitt 2.1.2). Die erste und dritte Fraktion sollten durchsichtig und
klar sein, die zweite Fraktion ist wegen der hohen Anzahl an Spermien weißlich-tru¨b. Alle
drei du¨rfen keine Fremdbestandteile beinhalten. Mit dieser Untersuchung ko¨nnen bereits gro-
be Vera¨nderungen, wie Eiterflocken oder Blutspuren, aber auch Sperma mit einer geringen
Konzentration an Samenzellen festgestellt werden.
2.2.2.2 Mikroskopische Untersuchungen
Die mikroskopische Untersuchung ist eine der a¨ltesten Untersuchungsmethoden. Sie bietet
vielfa¨ltige Mo¨glichkeiten die Samenzellen zu untersuchen, ist einfach auszufu¨hren und ko-
stengu¨nstig.
Fu¨r die Untersuchung der Motilita¨t wird eine Wa¨rmeplatte benutzt, um die Vitalita¨t der
Spermien zu fo¨rdern. Da man dabei ungefa¨rbte Pra¨parate verwendet, ist ein Phasenkontrast-
mikroskop sehr hilfreich. Das Phasenkontrastmikroskop ist eine besondere Art des Lichtmi-
kroskops. Bei diesem ist das Mikroskop zusa¨tzlich mit Phasenring und Ringblende ausgestat-
tet. Es erlaubt die Untersuchung von ungefa¨rbten und lebenden Zellen. Mahi [134] beurteilte
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damit z.B. auch die Akrosomenreaktion bei lebenden Spermien. Vergleichbare Ergebnisse fu¨r
die Motilita¨t sind nur bei einer exakten Einstellung der Temperatur (meist auf 37◦C) der
Platten gewa¨hrleistet. Die Auswertung erfolgt nach Einscha¨tzung des Untersuchers, der dazu
viel Erfahrung beno¨tigt.
Bei der Beurteilung der Morphologie wird ein gefa¨rbter Ausstrich hergestellt. Je nach zu
untersuchendem Parameter stehen verschiedene Fa¨rbetechniken zur Verfu¨gung. In der Regel
wird eine Anzahl von 100 - 300 Spermien beurteilt und bei diesen der Anteil der verschie-
denen morphologischen Anomalien bestimmt. Das sind zum Beispiel die bekannten Lebend-
Tot-Fa¨rbungen mit Eosin-Aniline Blue, Trypan-Blue und Eosin-Negrosin zur Bestimmung
des Anteils lebender Spermien [173]. Letztere ist die am meisten verwendete Lebend-Tot-
Fa¨rbung [173]. Mit dieser wird der Anteil lebender Spermien bestimmt. Lebend-Tot-Fa¨rbun-
gen ko¨nnen auch in Kombination mit Fa¨rbungen des Akrosoms dazu dienen, eine Aussage
u¨ber Aktivita¨t und Morphologie des Ejakulats, sowie spezielle Akrosomendefekte zu treffen.
Beispiel dafu¨r ist die Trypan-Blue/Giemsa-Fa¨rbung [46]. Allerdings ko¨nnen diese Fa¨rbungen
nur bei Sperma ohne Verdu¨nner durchgefu¨hrt werden, was die Untersuchung von kryokon-
serviertem oder geku¨hltem Sperma unmo¨glich macht.
Neben Motilita¨t und Morphologie der Spermien kann auch die Konzentration der Samenzel-
len im Ejakulat gut mit dem Lichtmikroskop bestimmt werden. Fu¨r die Auswertung stehen
verschiedenen Za¨hlkammern wie die Markler- [235]oder die Thomas-Neu-Za¨hlkammern [86]
zur Verfu¨gung.
Nachteil der konventionellen Untersuchungsmethoden ist die Subjektivita¨t der Messung
[202, 173]. Das Ergebnis ha¨ngt stark von den Einscha¨tzungen und der Erfahrung des Un-
tersuchers, sowie den vorhandenen Gera¨tschaften ab. Da die Zellen von Hand ausgeza¨hlt
und analysiert werden mu¨ssen, ist auch die Anzahl der untersuchten Spermien stark einge-
schra¨nkt [190, 167].
2.2.3 Weiterfu¨hrende Untersuchungsmethoden
Moderne Untersuchungsmethoden basieren in der Regel auf Fluoreszenzfa¨rbungen oder com-
putergesteuerten Analyseverfahren. Sie ermo¨glichen im Vergleich zu konventionellen Unter-
suchungsmethoden eine objektivere und exaktere Untersuchung des Ejakulats. Oftmals kann
mit diesen gleichzeitig eine sehr hohe Anzahl an Spermien untersucht werden, was einen bes-
seren U¨berblick u¨ber das Ejakulat erlaubt.
2.2.3.1 Fluoreszenzmikroskopie
Mit der Fluoreszenzmikroskopie ko¨nnen der Lebend-Tot-Status von Samenzellen wie auch
der akrosomale Status bzw. die Kapazitation erfasst werden.
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Fluoreszierende Farbstoffen senden, wenn sie angestrahlt werden, Licht mit einer bestimmten
Wellenla¨nge aus. Sie binden sich an Zellen mit bestimmten Eigenschaften oder an einzelne
Strukturen der Zellen (Plasmamebran, Akrosom etc.). PI (Propidium Jodid) kann z.B. nur
tote Zellen penetrieren. Diese fa¨rben sich daraufhin rot, wodurch eine Unterscheidung von
toten und lebenden Zellen mo¨glich wird. In den letzten zehn Jahren wurden einige Fluores-
zenzfa¨rbungen fu¨r die Untersuchung von Membranintegrita¨t, Kapazitation und Akrosomen-
reaktion entwickelt [190]. Gegenu¨ber nicht fluoreszierenden Fa¨rbungen reagieren sie sensitiver
auf den Zustand der Spermien.
Rijsselaere und Chalah [185, 30] verglichen die Doppelfa¨rbung SYBR-14/PI mit der am
meisten verwendeten Lebend-Tot-Fa¨rbung Eosin Negrosin. Dabei stellte sich heraus, dass
der Zustand der Spermamembran durch die Fluoreszenzfa¨rbung deutlich effektiver darge-
stellt wurde, da diese schon kleine Scha¨den in der Membran erkannte. Außerdem banden
Fluoreszenzfarbstoffe gezielt an die Samenzellen, wa¨hrend die Eosin-Negrosin Fa¨rbung nicht
zwischen Spermien und Fettpartikeln oder anderen Fremdbestandteilen im Ejakulat unter-
schied.
Bei der Fluoreszenzmikroskopie kann, a¨hnlich wie bei der Beurteilung von gefa¨rbten Aus-
strichen nur eine relativ kleine Anzahl von Spermien untersucht werden. Die Durchflusscy-
tometrie dagegen ist ein Analyseverfahren zur quantitativen Auswertung von mit Fluores-
zenzfarbstoffen gekennzeichneten Samenzellen. Dabei werden einige Tausend Spermien pro
Sekunde vollautomatisch untersucht und das Ergebnis elektronisch ausgewertet. Nach Pena
[167, 170] stimmen die Ergebnisse der Durchflusscytometrie gut mit denen der Fluoreszenz-
mikroskopie u¨berein. Mit diesem quantitativen Verfahren kann eine hohe Anzahl an Zellen
in kurzer Zeit mit großer Genauigkeit untersucht werden. Mit der Durchflusscytometrie kann
beim Hund in der Regel nur nativer Samen, nicht aber mit Verdu¨nnern versetzte Samenpor-
tionen untersucht werden, da die sehr kleinen Hundespermien leicht mit Partikeln aus dem
Verdu¨nner verwechselt werden ko¨nnen [168].
Sowohl die Durchflusscytometrie als auch die Fluoreszenzmikroskopie sind objektive Unter-
suchungsmethoden, die die Ergebnisse der verschiedenen Labore vergleichbar machen und
nicht nur auf den Erfahrungen des jeweiligen Untersuchers aufbauen.
2.2.3.1.1 Doppelfa¨rbung In vielen Fa¨llen wird bei der Untersuchung mit Fluoreszenz-
farbstoffen eine Doppelfa¨rbung durchgefu¨hrt. Einer der Farbstoffe grenzt alle toten Spermi-
en ab. Der zweite Farbstoff lagert sich an alle Spermien mit der gesuchten Eigenschaft an.
Geza¨hlt werden die Spermien, bei denen ausschließlich der zweite Farbstoff leuchtet. Im fol-
genden Abschnitt werden drei Parameter dargestellt, die mit Hilfe solcher Doppelfa¨rbungen
bestimmt werden ko¨nnen.
Membranintegrita¨t:
Einige Fa¨rbungen erlauben eine Aussage u¨ber die Membranintegrita¨t. Zur Verfu¨gung stehen
beispielsweise Carboxyfluorescein Diacetat/Propidium Jodid CFDA/PI [190, 167], SYBR-
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14(ein fluoreszeierender Nukleinsa¨urestrang)/PI, Carboxy-Seminaphthorfluor/Propidium Jo-
did Carboxy SNARF/PI, Calcein-AM mit Ehidium Homodimer Calcein-AM/Eth-1 und
Hoechst (Bisbenzimid). CFDA und SYBR-14 sind anfangs nicht-fluoreszierende Farbstoffe
fu¨r die die Zellen permeabel sind. Sie dringen in die Zelle ein und senden nach ihrer Vera¨nde-
rung durch zelleigene Esterasen gru¨nes Licht aus [167, 30]. Meist werden sie in Verbindung
mit PI verwendet, das ausschließlich die bescha¨digte Membran toter Zellen penetriert, den
gru¨nen Farbstoff verdra¨ngt, und die Zelle rot fa¨rbt [167].
Chalah [73] untersuchte 1998 die Fluoreszenzfa¨rbung SYBR-14/PI. Dazu verglich er diese
mit der Eosin/Negrosin Fa¨rbung . Seine Studie fu¨hrte er mit 30 Hunden durch, wobei er
frisches und tiefgefrorenes Sperma untersuchte. Die SYBR-14/PI Fa¨rbung zeigte schon nach
kurzer Zeit ein starkes Absinken der Vitalita¨t des frischen Spermas. Nach vier Stunden lag sie
nur noch bei 70 Prozent, wa¨hrend die konventionelle Vitalfa¨rbung mit Eosin/Negrosin immer
noch einen Anteil lebender Spermien von 90 Prozent u¨ber die na¨chsten 24 Stunden anzeigte.
Auch fu¨r kryokonserviertes Sperma war das Ergebnis nach 4 Stunden Lagerungsdauer mit
beiden Fa¨rbungen deutlich unterschiedlich. Erst nach 24 Stunden glichen sich die Werte fu¨r
beide Fa¨rbungen wieder an. Chalah schloss daraus, dass die SYBR-14/PI Fa¨rbung im Ver-
gleich zur Eosin/Negrosin Fa¨rbung empfindlicher auf Vera¨nderungen der Spermienmembran
reagiert und damit eine genauere Aussage u¨ber die aktuelle Vitalita¨t und Mortalita¨t der
Spermien erlaubt.
Kapazitation:
Die Kapazitation ist ein biochemischer Umbauprozess, bei dem neben wichtigen Enzymen
und Proteinen auch Ca-Ionen frei werden [186, 175]. Der Fluoreszenzfarbstoff CTC (Chlor-
tetracylin) bindet an diese freiwerdenden Ca-Ionen. Je mehr Ca-Ionen frei werden, desto
gro¨ßer wird die Intensita¨t des Fluoreszenzsignals, die mit dem Grad der Destabilisierung der
Spermienmembran korreliert [85].
Hewitt [97] unterschied mit dieser Fa¨rbung drei Funktionszusta¨nde der Samenzellen: nicht ka-
pazitiert mit intaktem Akrosom (F-Pattern), kapazitiert mit intaktem Akrosom (B-Pattern)und
kapazitiert mit reagiertem Akrosom (AR-Pattern). Um tote Samenzellen abgrenzen zu ko¨nnen,
wird diese Fa¨rbung in Kombination mit Hoechst 33257 verwendet, das nur in tote Zellen
eindringen kann und diese blau fa¨rbt [97, 198, 192].
Akrosomenstatus:
Die Akrosomenreaktion ist Vorraussetzung fu¨r das Eindringen des Spermiums in die Eizel-
le. Neben nicht-fluoreszierenden Fa¨rbungen werden Fuorezenzfa¨rbungen zur Beurteilung des
Akrosoms eingesetzt. Diese gelten allgemein als kontrastreicher als andere Fa¨rbungen. Sie
spielen daher eine fu¨hrende Rolle in der Unterscheidung von Spermien mit intaktem oder
reagiertem Akrosom [39]. Lektine (z.B. FITC (Fluorescein-Isothiocyanat)) mit einem fluores-
zierenden Isothiocyanat wie Peanut Agglutinin (PNA) binden an Glykoproteine der a¨ußeren
Akrosomenmembran [212, 219, 114]. Wa¨hrend Spermien mit intaktem Akrosom nach der
Fa¨rbung stark fluoreszieren, fa¨rbt sich das reagierte Akrosom nicht. Die Zelle fluoresziert
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nicht mehr, oder nur teilweise [212, 112, 190]. Auch die FITC-PNA-Fa¨rbung kann, wie die
CTC-Fa¨rbung, mit Hoechst 33258 kombiniert werden, um tote Zellen abzugrenzen [112, 190].
Neben der Fluoreszenzfa¨rbung besteht auch die Mo¨glichkeit der Immunofluoreszenzfa¨rbung
u¨ber monoklonale oder polyklonale Antiko¨rper [112, 22, 190] oder, wie oben beschrieben,
u¨ber die CTC-Fa¨rbung [85, 190]. Laut Guerin soll die CTC-Fa¨rbung sehr verla¨ssliche An-
gaben u¨ber den Akrosomenstatus geben.
Hewitt [97] beschrieb die CTC-Fa¨rbung in Kombination mit Hoechst 33258. Fu¨r ihn war die-
se Methode durch die Einteilung in drei Patterns (s.o.) sogar der Triplefa¨rbung u¨berlegen,
da mit nur einer Fa¨rbung, Akrosomenreaktion und Kapazitation bestimmt werden ko¨nnen
[41].
2.2.3.1.2 Triplefa¨rbung Die Triplefa¨rbung ist eine Kombination aus drei Fuoreszenz-
farbstoffen, die auf die Samenzellen einwirken. Wie schon oben beschrieben, unterscheidet die
FITC-PSA (Pisum Sativum Agglutinin) -Fa¨rbung zwischen Zellen mit intaktem und reagier-
tem Akrosom [80, 12, 168]. Diese Fa¨rbung kann z.B. mit Carboxy-SNARF/PI kombiniert
werden [168, 190]. Wa¨hrend Carboxy-SNARF nur Zellen mit funktionierender Membran
anfa¨rbt, kann PI nur in tote Zellen eindringen, und fa¨rbt diese rot (s.o.). Diese Fa¨rbung
unterscheidet also (1) tote Spermien, (2) Lebende mit funktionierender Membran und (3)
Lebende mit intaktem Akrosom.
Pena [168] testete die Triplefa¨rbung am Ejakulat von zehn Hunden, die mit zwei unter-
schiedlichen Kryokonservierungsprotokollen, die dafu¨r bekannt sind, dass sie die Fertilita¨t
des Spermas gut erhalten [217], eingefroren worden waren. Nach dem Auftauen wurden die
Samenzellen mit Hilfe der Triplefa¨rbung und der CFDA/PI-Fa¨rbung auf Membranintegrita¨t
und Akrosomenstatus untersucht. Die Auswertung erfolgte mit dem Fluoreszenzmikroskop
und dem Durchflusscytometer. Ein Vergleich der Fa¨rbungen ergab eine große U¨bereinstim-
mung. Zu a¨hnlichen Ergebnissen kam auch Stro¨m [217]. Die gute Korrelation zwischen den
verschiedenen Fa¨rbemethoden la¨sst darauf schließen, dass die Triplefa¨rbung ebenso gute Er-
gebnisse liefert wie die bereits erprobte CFDA/PI-Fa¨rbung. Sie werden sowohl in Kombina-
tion mit der Fluoreszenzmikroskopie als auch mit der Durchflusscytometrie angewandt [168].
2.2.3.2 CASA-Systeme
Die subjektive Beurteilung von Motilita¨t und Morphologie ist durch die Erfahrungen des
Untersuchers und die Zahl der untersuchten Spermien begrenzt. Eine große Genauigkeit ist
an die Untersuchung einer mo¨glichst großen Anzahl an Zellen gekoppelt [8]. Diese ist bei der
subjektiven Beurteilung durch eine Person begrenzt. Auf Grund der beiden Aspekte ergeben
sich große Unterschiede zwischen den Laboren. Einigen Untersuchungen zur Folge liegt die
Variabilita¨t zwischen 20 und 60 Prozent [8, 16, 24, 26, 35, 235]. Um derartige Unterschie-
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de zu umgehen, die eine umfassende Beurteilung eines Ejakulats schwer gestalten, wurden
CASA-Systeme entwickelt.
CASA ist die Abku¨rzung fu¨r Computer-Assisted Semen Analysis. Die CASA-Systeme basie-
ren auf der elektronischen Auswertung von Videobildern u¨ber eine Bildanalyse-Software. Mit
Hilfe solcher Systeme ko¨nnen die Spermienbewegung (Motilita¨t) und die Spermienmorpho-
logie sowie eventuell die Konzentration weitgehend unabha¨ngig von subjektiven Einflu¨ssen
untersucht werden [190, 235, 189, 187]. Jede Samenzelle wird objektiv, wiederholbar und
genau beurteilt [35, 215, 235, 187, 187]. Ihren Anfang nahm die computergestu¨tzte Sperma-
analyse bei David [42]. Das erste CASA System wurde vor fast 30 Jahren von Dott und Foster
[48] vorgestellt. Ein Nachteil des CASA Systems ist die immer noch sehr teure Ausru¨stung
und die Abha¨ngigkeit der Ergebnisse von der richtigen Einstellung der Gera¨te. Eine korrek-
te Kalibrierung, Validierung und Standardisierung erfordern außerdem viel Erfahrung vom
Untersucher [235, 190].
2.2.3.2.1 Qualita¨tskontrolle, Validierung, Standardisierung Wie die Studien von
Verstegen [235] und Rijsselaere [187, 189] zeigen, wird das Ergebnis der Spermauntersu-
chung stark durch die Einstellungen der Gera¨te, na¨mlich von der Tiefe der Za¨hlkammer,
der Anzahl der ausgeza¨hlten Felder und Proben, der Temperatur und der Bearbeitung der
Spermien beeinflusst. Um vergleichbare Ergebnisse zu erhalten, ist es deshalb notwendig,
sa¨mtliche Einstellungen zu standardisieren, abzusichern und sta¨ndigen Qualita¨tskontrollen
zu unterziehen. Verstegen [235] gab in seinem Review die von ihm verwendeten Einstellungen
wieder (s.u.). Rijsselaere [185] suchte in seiner Studie nach weiteren sinnvollen Einstellungen,
um einheitliche und vergleichbare Ergebnisse zu erhalten.
Verstegen und Ouada [106] verglichen eine Spermaanalyse bei 30◦C und 37◦C. Die Unter-
suchungen ergaben, dass die Motilita¨t stark von der Temperatur abha¨ngt. Verstegen und
Ouada fu¨hrten alle weiteren Untersuchungen bei 30◦C durch, wa¨hrend Rijsselaere [187] und
Farrel mit 37◦C arbeiteten.
Die Untersuchungskammer, insbesondere die Kammertiefe, beschra¨nkt die dreidimensiona-
le Bewegung der Spermien. Bei einer Tiefe von 50 µm ha¨ngt die Motilita¨t stark von der
momentanen Lokalisation der Samenzellen ab. Grund dafu¨r ko¨nnten Interaktionen mit der
Kammerwand sein. Mit steigender Tiefe der Kammer wird es schwieriger, die Zellen zu
fokussieren [235]. Verstegen, Ouada und Thanki [235] verwendeten deshalb eine nur 10 µm
tiefe Makler-Kammer. Die Makler-Kammer hat sich schon in der Humanmedizin wegen ihrer
pra¨zisen Ergebnisse bewa¨hrt. Farrel dagegen verwendet eine 20 µm tiefe Microcell-Kammer
[235].
Die Genauigkeit der Ergebnisse wa¨chst mit der Anzahl an ausgewerteten Feldern. Allgemein
sollten mindestens 100 Felder ausgewertet werden, um eine zuverla¨ssige Aussage u¨ber die
Zellen zu erhalten [235].
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Optik und Belichtung werden manuell an die vorliegende Probe angepasst. Optimale Kon-
traste setzen eine gute Belichtung voraus. Dies ist laut Kra¨mer [116] einer der kritischen
Punkte der Computeranalyse. Kra¨mer dra¨ngte deshalb nach der Entwicklung einer auto-
matischen Ermittlung der Grenzwerte. Nach diesen sollte das Mikroskop dann eingestellt
werden, um jegliche subjektive Komponente, die sich aus einer manuellen Einstellung der
Optik ergeben wu¨rde, auszuschließen.
Die Bewegung der Spermien wird anhand von Videobildern rekonstruiert. Wegen der schnel-
len Bewegungen der Samenzellen ist eine hohe Bildrate (Anzahl von Bildern pro Sekunde)
erforderlich [132, 145, 144]. Da sich das Sperma verschiedener Spezies unterschiedlich schnell
bewegt, sollte die Bildrate in Abha¨ngigkeit davon eingestellt werden. Rijsselaere [187] ver-
glich fu¨r die Spezies Hund eine Frequenz von 15, 30 und 60 Hertz. Seinen Untersuchungen
zur Folge, gab nur eine Frequenz von 60 Hertz genu¨gend Informationen, um eine ausrei-
chende Aussage u¨ber die Bewegung der Spermien zu erhalten. Bei niedrigeren Frequenzen
ergaben sich vor allem fu¨r die Beat Cross Frequency (Ausschlag des Spermienkopfes s.u.)
zu niedrige Werte. Rijsselaere [187] begru¨ndete dies damit, dass die kleinen Bewegungen des
Spermienkopfes bei einer niedrigeren Frequenz nicht wahrgenommen werden. In der Human-
medizin genu¨gten laut Kra¨mer [116] 30 Hertz fu¨r eine korrekte Beschreibung der Bewegung
der Spermien.
2.2.3.2.2 Konzentrationsmessung Die Konzentration der Samenzellen ist ein wichti-
ger Parameter, um Hinweise auf quantitative Parameter der Spermatogenese zu bekommen
und um bei der Spermakonservierung eine korrekte Besamungsdosis einzustellen [18, 19]. Fu¨r
die CASA-Systeme liegt das Ejakulat jedoch meist in zu hoher Konzentration vor. Die mei-
sten CASA-Systeme ko¨nnen nur eine Konzentration von 20 bis 300 Millionen Spermien pro
Milliliter bestimmen [235]. Im Vergleich zur manuellen Ausza¨hlung ist das Ergebnis bei ho-
hen Konzentrationen oft zu niedrig [106]. Ursache dafu¨r ko¨nnten Verklumpungen sein [235].
Deshalb muss das Sperma vor der Messung manuell verdu¨nnt werden. Neben der Konzentra-
tion, kann auch der Verdu¨nner das Ergebnis verfa¨lschen, indem spermiena¨hnliche Partikel
vom System als Samenzellen mitgeza¨hlt werden. Iguer-Ouada [106] verglich eine Konzen-
trationsmessung des HTR-Ivos 10 (ein CASA-System) mit der manuellen Ausza¨hlung. Die
Konzentrationsmessung des HTR-Ivos 10 ergab das 1,7-fache der manuellen Ausza¨hlung.
Nachdem die Zellen mit hyperosmolarer Kochsalzlo¨sung abgeto¨tet wurden, stimmten die
Werte u¨berein. Er schloss daraus, dass neben spermiena¨hnlichen Partikeln im Verdu¨nner
Kollisionen zwischen den Samenzellen ein Grund fu¨r die Verfa¨lschung der Ergebnisse sein
ko¨nnten. Um ein richtiges Ergebnis zu erhalten, ist es laut Iguer-Ouada demnach notwendig,
die Zellen vor der Za¨hlung abzuto¨ten oder die Za¨hlung manuell vorzunehmen [106, 235].
Um die Effizienz der CASA-Systeme bei der Konzentrationsbestimmung zu verbessern, fa¨rb-
ten Farrel und Boyer [60, 20] die DNA der Zellen an. Farrel kam dabei zu dem Schluss, dass
mit der Hoechst33342-Fa¨rbung die DNA der Samenzellen gut von den u¨brigen Partikeln ab-
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gegrenzt werden kann. Auch Rijsselaere [185] befasste sich mit der Konzentrationsmessung.
Er stellte fest, dass mit steigender Konzentration die Parameter der Spermiengeschwindig-
keit ansteigen. Deshalb riet er zu einer Verdu¨nnung des Ejakulats auf 50 Millionen Spermien
pro Milliliter.
2.2.3.2.3 Beurteilung der Motilita¨t mit CASA-Systemen Die Bewegung der Sper-
mien korreliert, wie die Konzentration, positiv mit der Fertilita¨t des Ejakulats [249, 173]. Die
Motilita¨t ist demnach einer der Parameter, mit denen eine Aussage u¨ber die Qualita¨t des Eja-
kulats getroffen werden kann. CASA-Systeme geben das Bewegungsverhalten der einzelnen
Zellen mittels einiger Bewegungsparameter wieder. Gemessen werden die VCL (curvolinear
velocity = durchschnittliche Punkt zu Punkt Geschwindigkeit), die ALH (amplitude of lateral
head displacement = Amplitudengro¨ße des Kopfausschlages), die BCF (beat cross frequency
= Frequenz der Kopfbewegungen), die VAP (average path velocity = durchschnittliche Ge-
schwindigkeit), die VSL (straight line velocity = Geschwindigkeit auf gerader Strecke), die
STR (straightness = VSL/VAP) und die LIN (linearity = (VSL/VCL).
Mit dem Wert der VAP werden die Spermien in vier Kategorien eingeteilt. Die vier Katego-
rien umfassen: 1. unbeweglich (Spermien, die sich gar nicht bewegen), 2. langsam (VAP <
LVV), 3. durchschnittlich (LVV < VAP < MVV) und 4. schnell (VAP > MVV). Meist wird
ein niedriger und mittlerer Grenzwert fu¨r die VAP festgelegt, um die jeweilige Samenprobe
beurteilen zu ko¨nnen. Bisher gibt es jedoch noch keine allgemein gu¨ltigen Werte fu¨r die VAP.
Bei Farrel [235] lag die LVV (niedriger Grenzwert) bei 20 und die MVV (mittlerer Grenz-
wert) bei 80, bei Iguer-Ouada und Verstegen [106] lag dagegen die LVV bei 9,9, die MVV bei
50. Bei Rijsselaere [187] betrugen die Werte 30 und 50. Aus diesen unterschiedlichen Werten
wird ersichtlich, dass es Sinn machen wu¨rde, allgemein gu¨ltige Werte fu¨r die Beurteilung der
Geschwindigkeit der Spermien festzulegen, um einen Vergleich zwischen unterschiedlichen
Laboren zu ermo¨glichen.
Die ALH (Amplitude der lateralen Kopfbewegung) ist einer der Parameter, deren Wert sich
durch die Kapazitation des Spermiums erho¨ht. Nachdem die Kapazitation eine Vorausset-
zung fu¨r eine Kontaktaufnahme der Samenzelle mit der Eizelle ist, nimmt die ALH, von den
oben angefu¨hrten Parametern, einen wichtigen Stellenwert ein. Einige Autoren sind der Mei-
nung, dass sie eine gute Vorhersage auf das in vitro Befruchtungsergebnis liefert [17, 108, 235].
Eine hohe ALH wird auch mit der Fa¨higkeit der Samenzellen zur Penetration der Oozyte
in Verbindung gebracht [66, 235, 4]. Laut Boyer [20] sollte eine gemeinsame Betrachtung al-
ler Bewegungsparameter eine gute Aussage u¨ber die Gesamtmotilita¨t eines Ejakulats liefern
[235].
Die Kapazitation der Spermien geht mit hyperaktiven Bewegungen einher. Ist eine Samenzel-
le hyperaktiv, so nimmt ihre Vorwa¨rtsbewegung ab und die Kurven- und Zirkula¨rbewegung
zu. Die Hyperaktivita¨t wird eng mit der Funktionsfa¨higkeit und Fertilita¨t des Spermiums in
Verbindung gebracht [19, 235]. Eine Aussage u¨ber den Grad der Hyperaktivita¨t ermo¨glicht
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somit die Beurteilung der Funktionsfa¨higkeit eines Spermiums und dient als wichtige In-
formation fu¨r den Untersucher [24, 58, 132, 133, 218, 235, 249, 250]. Die Linearita¨t der
Bewegung einer Samenzelle ist bei kapazitierten Spermien sehr klein. Es dominieren kurvige
Bewegungen und ein hoher Kopfausschlag. Beispiele fu¨r Parameter, die die Hyperaktivita¨t
beschreiben, sind die VCL (durchschnittliche Punkt zu Punkt Geschwindigkeit), die ALH
(seitlicher Ausschlag des Spermienkopfes), oder die VSL (Linearita¨t der Bewegung). Die
VCL muss mindestens 70 µm/Sekunde [253, 191, 146, 84, 23, 235], die Linearita¨t maximal
30 Prozent [82] und die ALH mehr als 7 µm/Sekunde [23, 84, 146, 191, 235, 3] betragen,
damit ein Spermium als hyperaktiv gilt. Beeinflusst wird die Hyperaktivita¨t, wie auch die
Bewegung allgemein, durch die Temperatur. Wa¨hrend eine hohe Temperatur mit einer ge-
steigerten Hyperaktivita¨t einhergeht, verha¨lt es sich bei niedrigen Temperaturen umgekehrt.
Die Spermien bewegen sich allgemein weniger und der Anteil hyperaktiver Spermien ist ge-
ringer. Deshalb sollten die Messungen immer mit konstanten Temperaturen durchgefu¨hrt
werden.
2.2.3.2.4 Beurteilung der Morphologie mit CASA-Systemen Die Morphologie
za¨hlt neben der Konzentrationsmessung und Motilita¨tsbestimmung zu den entscheidenden
Parametern bei der Spermienuntersuchung [139], weil sie direkte Hinweise auf das Befruch-
tungsvermo¨gen einer Samenprobe geben kann [159, 141, 189]. Da aber nach Untersuchung
von Ayodeji [13, 235], Jequier [107] und Zaini [251] die Variationen zwischen den Ergebnissen
der verschiedenen Untersucher mit konventionellen Methoden auch hier bis zu 85 Prozent
betra¨gt, sind moderne, objektive Untersuchungsmethoden wichtig. Die automatische Mor-
phologiebestimmung erfordert eine Vorarbeit in drei Stufen. Erst muss das Ejakulat ent-
sprechend pra¨pariert werden (waschen, fixieren, fa¨rben), dann wird das Bild angepasst und
schließlich die richtige Vergro¨ßerung und Optik gewa¨hlt.
Trotz computergesteuerter Methoden variiert das Ergebnis je nach Pra¨parationstechnik, In-
terpretation der Bilder, Klassifikation der Ergebnisse und Erfahrung des Untersuchers [162].
Eine gewisse Subjektivita¨t kann also trotz modernster Techniken nicht ausgeschlossen wer-
den. Um dennoch ein verwertbares Ergebnis zu erlangen, mu¨ssen mindestens 200, besser
aber 600 Zellen untersucht werden [45]. Im Gegensatz zu konventionellen Methoden, sorgen
CASA Systeme so trotz manueller Interventionen fu¨r eine geringere Variation zwischen den
Laboren. Wa¨hrend Davis [43] noch 30 bis 60 Prozent Variation fu¨r konventionelle Untersu-
chung feststellte, waren es bei Verstegen unter Verwendung von CASA-Systemen nur noch
11-23 Prozent [235].
Rijsselaere [189] verwendete in seiner Studie von 2004 den Hamilton Thorn Analyzer Ce-
ros 12.1 (ein CASA-System) fu¨r die Untersuchung von Morphologie und Morphometrie der
Spermien. Der Ceros 12.1 besitzt ein einfaches Lichtmikroskop. Die Bilder werden von einer
Kamera aufgenommen, digitalisiert und am Computer ausgewertet. Bevor eine Probe unter-
sucht werden konnte, wurde diese in einer NaCl-Lo¨sung gewaschen. Nach dem Zentrifugie-
ren wurde das Pellet in PBS (Phosphate buffered saline = Phosphat gepufferte Salzlo¨sung)
gelo¨st. Ein Teil der in diesem Fall auf ca. 50x106 Spermien pro Milliliter verdu¨nnten Lo¨sung
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wurde ausgestrichen und mit Diff-Quick gefa¨rbt [189]. Fu¨r die Bestimmung von Morpho-
logie und Morphometrie wurden Parameter wie La¨nge und Breite des Spermienkopfes, der
Umfang und die Fla¨che des Spermienkopfes, der Elongationskoeffizient und die La¨nge des
Spermienschwanzes bestimmt. In Untersuchungen von Rijsselaere wurden folgende Grenz-
werte festgelegt: La¨nge zwischen 5,7 und 7,5 µm, Breite zwischen 3,5 und 4,4 µm und Umfang
zwischen 15,6 und 19,0 µm. Die Fla¨che des Spermienkopfes betra¨gt zwischen 16,2 und 24,5
µm2, der Elongationskoeffizient zwischen 47,6 und 67,0 Prozent und die La¨nge des Sper-
mienschwanzes zwischen 38,77 bis 59,9 µm. Dahlborns Werte [40] stimmten mit diesen bis
auf wenige Zehntel µm u¨berein. Er ging aber davon aus, dass die Normalwerte zwischen den
verschiedenen Hunden stark schwanken.
Die Ergebnisse der Morphometrie ha¨ngen neben der Pra¨parationstechnik, der Interpretati-
on der Bilder und der Klassifikation der Ergebnisse auch von den Einstellungen des Ceros
12.1 (ein Hamilton Thorne Analyzer) ab. Beim Vergleich einer 40- und 60-fachen Vergro¨ße-
rung wurde festgestellt, dass bei der kleineren Vergro¨ßerung beinahe alle Werte erho¨ht wa-
ren [189]. Bei einer 60-fachen Vergro¨ßerung und einer Untersuchung mit unterschiedlichen
Verdu¨nnungen (50, 100 oder 200 Millionen Spermien pro Milliliter) zeigte sich, dass auch
die Konzentration Einfluss auf das Ergebnis hat. Zu hohe Konzentrationen ergaben Werte,
die nicht im Normalbereich liegen. Der Anteil morphologisch anormaler Spermien lag mit
durchschnittlich 18,8 und 22,4 Prozent bei einer Konzentration von 100 und 200 Millionen
Spermien pro Milliliter deutlich ho¨her als bei einer Konzentration von 50 Millionen Spermien
pro Milliliter (6,7 Prozent morphologisch anormale Spermien). Der Autor fu¨hrte dies auf ei-
ne ha¨ufige U¨berlappung und Kollision der Spermien auf Grund der zu hohen Konzentration
zuru¨ck. Die Anzahl der ausgeza¨hlten Spermien (100 oder 200 Zellen) schien dagegen keinen
Einfluss auf das Ergebnis zu haben.
Bei der Untersuchung von kryokonservierten Spermien zeigte sich, dass anna¨hernd alle Werte
fu¨r die Morphometrie kleiner waren. Gru¨nde hierfu¨r ko¨nnten die von England [56] postulierte
Dehydrierung der Spermien wa¨hrend der Kryokonservierung sein. Auch eine Scha¨digung des
Akrosoms [194, 81, 189] durch die Kryokonservierung ko¨nnte dabei eine Rolle spielen [189].
Die Werte des HTA (Hamilton Thorne Analyzer, ein CASA System) wiesen mit einer U¨ber-
einstimmung von p=0,82 eine hohe Korrelation zu den Ergebnissen aus konventionellen Sy-
stemen auf. Insgesamt war der Anteil an normalen Spermien beim HTA geringer. Rijsselaere
[189] war letztendlich davon u¨berzeugt, dass der HTA eine objektive und detaillierte Cha-
rakterisierung der Morphologie der Spermien lieferte.
Nunez-Martinez [157] ging der Fragestellung nach, ob an Hand der Morphologiebestimmung
auf die Fa¨higkeit der Spermien, eine Kryokonservierung zu u¨berstehen, geschlossen wer-
den kann. In seiner Studie legte er dafu¨r 4 Indices fest, in denen sa¨mtliche Parameter der
Morphologiebestimmung verarbeitet wurden. Dabei unterschied er 4 Populationen, die durch
verschiedene Fluoreszenzfarbstoffe gekennzeichnet wurden. Die erste Population umfasste al-
le lebenden Zellen ohne Membranvera¨nderungen. Die zweite Population zeichnete sich durch
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kleine Membranvera¨nderungen aus, wa¨hrend die Dritte schon sta¨rkere Membranvera¨nderun-
gen aufwies, was auf einen fru¨hen apoptotischen Zustand der Zelle hindeutete. Die vierte
Population schließlich bestand aus apoptotischen, toten Zellen. In seiner Studie konnte ei-
ne Korrelation zwischen drei der Indices, die vor dem Einfrieren ermittelt wurden, und
der Membranintegrita¨t nach dem Auftauen festgestellt werden. Er schloss daraus, dass mit
diesen Indices eine Aussage u¨ber die Fa¨higkeit eines Ejakulats, die Kryokonservierung zu
u¨berstehen, getroffen werden kann [157].
2.2.3.3 Andere Untersuchungsmethoden
Vor der Entwicklung der CASA-Systeme wurde wegen der Subjektivita¨t konventioneller Un-
tersuchungsmethoden nach anderen Mo¨glichkeiten der Spermauntersuchung gesucht. Mit
der Turbimetrie [47], der Laser-Doppler-Spektroskopie [25] und der Photometrie [23] boten
sich Alternativen an. Sie liefern einen Gesamtu¨berblick u¨ber Bewegung, Dichte und a¨ußeres
Erscheinungsbild des Ejakulats. Eine Beurteilung der einzelnen Spermien ist damit jedoch
unmo¨glich [16, 24, 26, 35].
Beim Semen Quality Analyzer (SQA) werden Spermien in eine Glaskapillare verbracht, auf
die eine Lichtquelle gerichtet wird. Eine Photometerzelle misst das durch Motilita¨t und
Konzentration der Spermien vera¨nderte Licht gegenu¨ber der Lichtquelle. Da die Messung
auch von der Anzahl der Zellen abha¨ngt, sollte die Konzentration der Probe zwischen 25
und 200x106 Spermien pro Milliliter liegen. Nach Iguer-Ouada [105] sind die Ergebnisse in
diesem Bereich gut auswertbar [105]. Iguer-Ouada verglich die Ergebnisse des SQA mit denen
des HTA Ivos 10 (Hamilton Thorne Analyzer, ein CASA-System). Ausgewertet wurden dabei
die Motilita¨tsparameter des HTA im Vergleich zu der Ho¨he des SQA-Index (Meßgro¨ße des
Systems). Es zeigte sich, dass der Index mit zunehmend besserer Qualita¨t der Spermienprobe
ho¨her wurde. Lag der Anteil der beweglichen Spermien beispielsweise bei 20 Prozent, betrug
der Index 200. Lag der Anteil dagegen bei knapp 100 Prozent, betrug der Index 450. Eine
positive Korrelation zwischen den Ergebnissen des SQA und der Fertilita¨t muss beim Hund
jedoch erst in weiteren Studien bewiesen werden.
2.2.4 Funktionelle Tests
2.2.4.1 Hypoosmotischer Schwelltest (HOST)
Der HOST erlaubt die Beurteilung der Membranintegrita¨t einer Samenzelle, die wiederum
Vorraussetzung fu¨r Kapazitation und Akrosomenreaktion ist (siehe Abschnitt 2.2.1.4). Er
u¨berpru¨ft die Funktionsfa¨higkeit der Spermien [109, 220, 119, 196, 83], indem er die Samen-
zelle in Aktion beobachtet. Die Stabilita¨t der Plasmamembran wird unter hypoosmotischen
Bedingungen beurteilt. Der Schwanz eines Spermiums schwillt dabei bei intakter Plasma-
membran so lange an, bis ein osmotisches Gleichgewicht erreicht ist [31, 83]. Seine flexiblen
Schwanzelemente ermo¨glichen ein Anschwellen bei minimaler Vergro¨ßerung der Oberfla¨che.
Dabei rollt sich der Schwanz ein [118, 83]. Ist die Membran nicht intakt, so bleibt der Schwanz
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unvera¨ndert. Der Anteil der Spermien mit aufgerolltem Schwanz kann mit dem Lichtmikro-
skop abgescha¨tzt werden.
2.2.4.2 Oozyten Penetrations Assay (OPA)
Der OPA u¨berpru¨ft die Fa¨higkeit von in vitro kapazitierten Spermien, die Zona Pellucida
zu durchdringen. Das Ergebnis dieses Tests korreliert stark mit der Fertilita¨t eines Ejakulats
[96]. Die maturierten Oozyten werden bei diesem Test zusammen mit den kapazitierten Sper-
mien fu¨r eine gewisse Zeit (z.B. 12, 24 oder 48 Stunden) koinkubiert. Nach der Koinkubation
werden die Eizellen inklusive der eingedrungenen Spermien fixiert und mit Hoechst 33258
angefa¨rbt. Hoechst 33258 fa¨rbt den Kern der Oozyte und die eingedrungenen Samenzellen
an. Danach ko¨nnen die eingedrungenen Spermien mit dem Fluoreszenzmikroskop ausgeza¨hlt
werden. In Hewitts [96] Studie wurden 40 Prozent der Eizellen von Spermien penetriert.
Rijsselaere [190] stellte fest, dass eine Maturation der Eizelle nicht notwendig ist. Im Vergleich
war die Penetrationsrate bei immaturen Eizellen mit intakter Cumuluszellschicht ho¨her, wes-
halb Mastomonaco [137, 190] annimmt, dass die Cumuluszellen eine wichtige Rolle bei der
Interaktion von Eizelle und Samenzelle spielen. Gegenu¨ber der IVF ist der OPA weniger
zeitaufwendig, da sowohl die Zeit fu¨r die Maturation der Eizelle, als auch fu¨r die Weiterent-
wicklung der Oozyte nach der Befruchtung wegfallen [190].
2.2.4.3 Hemizona Binding Assay (HZA) und Zona Binding Assay (ZBA)
Beim HZA und ZBA werden weder maturierte, noch lebende Eizellen beno¨tigt, was den Vor-
teil hat, dass auch tiefgefrorene Eizellen verwendet werden ko¨nnen. Mayenco-Aguirre [138]
versuchte den HZA als Fertilita¨tstest beim Hund zu etablieren. Er teilte die Zona Pellucida
der Oozyten in zwei Teile. Diese koinkubierte er fu¨r eine Stunde mit kapazitierten Spermi-
en. Nach der Koinkubation werden die Eizellen in PBS gewaschen, um lose Spermien zu
beseitigen. Nach Fa¨rbung und Fixierung ko¨nnen die bindenden Spermien mit dem Phasen-
kontrastmikroskop ausgeza¨hlt werden. Da das Ergebnis nicht nur von der Sperma-, sondern
auch von der Oozytenqualita¨t abha¨ngen kann, hat das HZA dem ZBA gegenu¨ber den Vorteil,
dass ein Ejakulat mit dem Kontrollejakulat an ein und derselben Oozyte verglichen werden
kann. Neben der Qualita¨t von Spermien und Oozyten ist die Anzahl an bindenden Spermien
auch von der Anzahl der vorhandenen Spermien abha¨ngig. Mayenco-Aguirre [138] u¨berpru¨fte
deshalb den Einfluss der Konzentration. Bei 1 Millionen Spermien pro Milliliter binden fu¨r
die Auswertung genu¨gend, aber nicht zu viele Spermien an der Oozyte, wa¨hrend es bei einer
Konzentration von 500 000 Spermien pro Milliliter zu wenige sind, um aussagefa¨hige Ergeb-
nisse zu erzielen.
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2.3 Spermakonservierung
Die Spermakonservierung ist eine unbedingte Vorraussetzung fu¨r die ku¨nstliche Besamung,
wenn sich der Ru¨de nicht in unmittelbarer Na¨he der Hu¨ndin befindet. Die Haltbarkeit von
unbehandeltem Sperma ist nur sehr kurz. Sie kann durch Abku¨hlung, passende Verdu¨nner
und Kryokonservierung verla¨ngert werden.
2.3.1 Zentrifugation
Fu¨r eine ku¨nstliche Besamung wird je nach Lokalisation der Samendeponierung eine be-
stimmte Anzahl motiler Spermien beno¨tigt (siehe Abschnitt 2.4) [199, 179, 150]. Im Ejakulat
eines Hundes befinden sich ca. 300 - 1500 Millionen Spermien. Der Anteil motiler Spermi-
en liegt im Normalfall zwischen 80 und 90 Prozent. Es befinden sich demnach 240 - 1350
Millionen motile Spermien in 0,5 - 3 ml Ejakulat (2. Fraktion). Fu¨r eine Erho¨hung der An-
zahl an Spermien pro Volumeneinheit, aber auch um Fremdbestandteile und Prostatasekret
(scha¨digt das Sperma bei der Ku¨hlung) zu entfernen [185], wird das Sperma zuerst zentrifu-
giert.
Rijsselaere testete [185] verschiedene Zentrifugationsgeschwindigkeiten, um herauszufinden,
welchen Einfluss das Zentrifugieren auf das Ejakulat hat. Als Anhaltspunkte verwendete er
den Spermaverlust im U¨berstand und die Scha¨digung der Zellen im Pellet. Die Zentrifuge lief
dabei jeweils 5 Minuten. Wa¨hrend bei 180xg noch 8,9 Prozent der Zellen mit dem U¨berstand
verloren gingen, waren es bei 720xg nur noch 2,3 Prozent. Bei 1620xg und 2880xg betrug
der Verlust weniger als 0,5 Prozent der Spermien. Die Verluste wurden also mit steigenden
Geschwindigkeiten geringer. Hohe Geschwindigkeiten wirkten sich jedoch durch die erho¨hte
Zentrifugalkraft negativ auf die Qualita¨t der Zellen im Pellet aus. Das ergab die Untersu-
chung mittels SYBR-14/PI-Fa¨rbung. Es stellte sich heraus, dass die Membranen der Zellen
mehr gescha¨digt werden, je ho¨her die Geschwindigkeit ist. In seinen weiteren Versuchen ver-
wendete Rijsselaere die Einstellung von 700xg fu¨r 5 Minuten als guten Kompromiss, bei dem
sowohl die Verluste von Spermazellen im U¨berstand, als auch die Scha¨digungen der Zellen
im Pellet im Rahmen blieben.
Eilts [54] untersuchte in seiner Studie neben den Auswirkungen der Zentrifugalgeschwindig-
keit auf die Spermien auch die der Zentrifugationsdauer. Zum Vergleich verwendete er Zen-
trifugalkra¨fte zwischen 300 und 800xg bei einer Dauer von drei bis acht Minuten. Eilts stellte
fest, dass in diesem relativ engem Bereich weder Geschwindigkeit noch Zeit die Spermaqua-
lita¨t unterschiedlich beeinflussten, und eine ausreichende Konzentration erreicht wurde.
Die von den verschiedenen Autoren verwendeten Einstellungen der Zentrifuge bewegen sich
zwischen 900xg 10min [53], 720xg 5min [204], 700xg 10min [160], 700xg 8min [179], 700xg
6min [94, 201, 200, 196], 700xg 5min [171, 6] und 300xg 10min [154, 226].
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2.3.2 Verdu¨nner
Der Verdu¨nner u¨bernimmt im Rahmen der Spermakonservierung drei Funktionen. Einerseits
soll er das nach der Zentrifugation erhaltene Pellet soweit verdu¨nnen, bis die erwu¨nschte
Konzentration erreicht wird, andererseits soll er die Samenzellen na¨hren und vor a¨ußeren
Einflu¨ssen schu¨tzen. Es gibt verschiedene Verdu¨nner, die diese Vorraussetzungen erfu¨llen.
Beispiele dafu¨r sind der Trispuffer-Eigelb-Glukose Verdu¨nner [129, 204, 188, 179], der Ma-
germilchverdu¨nner und der Kokosnussmilchverdu¨nner [28]. Ersterer wird dabei am meisten
verwendet. Er ist sowohl fu¨r die Ku¨hl- [236], als auch fu¨r die Kryokonservierung [204, 160]
geeignet.
2.3.2.0.1 Zusammensetzung Der Trispuffer Verdu¨nner besteht hauptsa¨chlich aus Tris-
puffer, Eigelb, Glukose und Wasser. Zusa¨tzlich werden Antibiotika, sowie eine geringe Menge
Zitratpuffer untergemischt. Eines der am meisten verwendeten Rezepte ist das nach Rota
[201, 197]. Es besteht aus 3.025g Tris(hydroxymethyl)-Aminomethan, 1,7g Natrium Citrat
Monohydrat, 1,25g Glucose, 100mg Benzylpenicillin, 100 µg Dihydrostreptomycin Sulfat und
20g Eigelb. Das Ganze wird mit destilliertem Wasser auf 100 ml aufgefu¨llt und auf einen
pH-Wert von 6,83 gebracht. In der Vergangenheit wurde dieser Verdu¨nner bereits mehrfach
modifiziert [168, 195, 129].
Das Eigelb dient vor allem dem Schutz der Plasmamembran beim Abku¨hlen und Einfrieren,
aber auch der Erna¨hrung der Spermien. Philipps und Lardy [176, 181] berichteten als erste
von dem schu¨tzenden Effekt gegenu¨ber einer Scha¨digung durch die Ka¨ltebehandlung. Nach
Holt [98, 181] bewahrt Eigelb die Motilita¨t, indem es die Spiralisierung der Spermienflagellen
verhindert. Sogenannte ”Low Density Lipoproteine” (LDL) wie beispielsweise Lecithin, die
im Eigelb enthalten sind [240, 70, 181], interagieren mit der Lipiddoppelschicht der Zell-
membran und sorgen fu¨r deren Stabilisierung [239, 98, 181]. HOLT et al‘s [99, 181] Studien
ergaben, dass die scha¨digenden Effekte der hyperosmotischen Bedingungen, denen die Mem-
bran wa¨hrend des Gefrierprozesses ausgesetzt ist, durch diesen Prozess mit der Anwesenheit
des Eidotters im Verdu¨nnermedium minimiert werden.
Glukose erna¨hrt die Samenzellen und unterstu¨tzt deren Bewegung. Um herauszufinden,
welchen Einfluss Glukose auf die Zellen hat, verglich Ponglowhapan [179] Verdu¨nner oh-
ne Zuckerzusatz, mit 10mM und 70mM Glukose, mit 10mM und 70mM Fruktose und mit
einem Gemisch aus beiden. In seinem Versuch wirkte sich eine Zuckerzugabe vor allem po-
sitiv auf die Motilita¨t der Spermazellen aus. Der Unterschied zwischen den Ansa¨tzen war
von Anfang an gut darstellbar. In der ersten Periode (Tag 1,2 und 3 nach Ansatz) ergab
sich ein Anteil von 78 Prozent motiler Spermien ohne weitere Zugabe von Glukose (auch
im Eigelb ist Glukose enthalten), von 81 Prozent mit der Zugabe von 10mM Glukose und
von 84 Prozent bei eine Zugabe von 70mM Glukose. In der vierten und letzten Periode (Tag
17, 20 und 23 nach Ansatz) befinden sich noch 7,4 Prozent motile Spermien im Verdu¨nner
ohne Zuckerzusatz, 9 Prozent mit 10mM Glukose und 14,4 Prozent mit 70mM Glukose.
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Fruktose verbesserte die Motilita¨t im Vergleich zu Glukose in den ersten 8 Tagen um einen
Prozentpunkt. Danach war kein Unterschied mehr ersichtlich. Membranintegrita¨t, Akroso-
menmembran und Akrosomenreaktion wurden nicht beeinflusst. Wenn Glukose und Fruktose
zur Verfu¨gung standen, wurde Glukose von den Zellen bevorzugt, obwohl Fruktose die Zellen
anfangs zu mehr Motilita¨t animierte. Ponglowhapan [179] fu¨hrte dies auf den gro¨ßeren Anteil
an Glucosetransportsystemen in den Zellen zuru¨ck [179, 184].
Neben der Erna¨hrung der Samenzellen fo¨rdern die verschiedenen Zucker den Dehydrata-
tionsgrad der Zellen, wodurch die intrazellula¨re Eisbildung und damit die Zellscha¨digung
vermindert wird [181].
Zusa¨tzliche Inhaltsstoffe:
Das Prostatasekret hat in vivo die Funktion, eine Schutzhu¨lle um die Spermienmembran
zu legen. Es maskiert damit die Progesteronrezeptoren und verhindert eine zu fru¨he Kapa-
zitation [211, 201]. Rota [201] untersuchte den Effekt von Prostatasekret auf Akrosom und
Motilita¨t der Zellen, wenn es nach dem Auftauen zur Spermaprobe gegeben wird. Die Ergeb-
nisse der CASA-Messungen ergaben, dass die Zugabe von Prostatasekret direkt nach dem
Auftauen kurzfristig fu¨r eine verbesserte Motilita¨t sorgte. Wa¨hrend die Gesamtmotilita¨t bei
Verdu¨nnung mit Prostatasekret 34,7 Prozent betrug, lag diese im Kontrollverdu¨nner nur bei
28,6 Prozent. A¨hnlich verhielt es sich bei der progressiven Motilita¨t. Die Bewegungspara-
meter der geradlinigen Bewegungen (VSL, LIN und STR) waren im Vergleich zur Kontroll-
gruppe erho¨ht, wa¨hrend im Gegensatz dazu die von der Geraden abweichenden Bewegungen
erniedrigt waren. Die gesteigerte Linearita¨t wies auf weniger hyperaktive Spermien hin, was
fu¨r eine geringere Kapazitationsrate spricht. Auf das Akrosom hatte die Zugabe von Prosta-
tasekret keinen Einfluss. Bereits eine Stunde nach Zugabe schnitten sich die Motilita¨tskurven
von Prostatasekret- und Kontrollgruppe. Vier Stunden spa¨ter ist die Motilita¨t der Kontroll-
gruppe gro¨ßer.
Durch kleinere Traumata vor oder wa¨hrend der Ejakulation befinden sich ha¨ufig Blutbe-
standteile im Ejakulat. Deshalb untersuchte Rijsselaere [188] den Effekt von zehn Prozent
Vollblut in einem Ejakulat. Bis zum Tag vier nach dem Ansatz konnte er keinen Unterschied
zur Kontrollgruppe feststellen. Im zweiten Versuch wurde ein Anteil von bis zu zehn Pro-
zent Blut in kryokonserviertem Sperma untersucht. Schon ab zwei Prozent Blut im Ejakulat
verschlechterte sich die Membranintegrita¨t. Die Motilita¨t sank ab vier Prozent Blut, die
Akrosomen reagierten erst ab zehn Prozent. In weiteren Versuchen konnte er nachweisen,
dass vor allem der Blutfarbstoff Ha¨moglobin fu¨r den scha¨digenden Effekt verantwortlich ist.
Bei geku¨hltem Sperma konnte der Effekt nicht beobachtet werden, weil die Erythrozyten
erst durch die Temperaturschwankungen der Kryokonservierung zu 58 Prozent ha¨molysie-
ren, und damit das Ha¨moglobin freisetzen.
2.3.2.0.2 Konzentration Die Anzahl beno¨tigter motiler Spermien pro Besamungspor-
tion ha¨ngt von der Lokalisation der ku¨nstlichen Besamung ab. Das Volumen der Portionen
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wird durch die Konservierungsbeha¨ltnisse begrenzt. Da vor allem bei der Kyrokonservierung
die Volumina sehr klein sind, muss das Ejakulat stark konzentriert vorliegen.
Cordoso [28] verglich in seiner Studie eine 1 zu 1 Verdu¨nnung mit einer Verdu¨nnung auf
200 Millionen Spermien pro Milliliter. Motilita¨t und Morphologie waren dabei bei beiden
Verdu¨nnungen vegleichbar. Die Konzentration wirkte sich in diesem Versuch nicht auf die
Spermaqualita¨t aus. Pena und Linde-Forsberg [169] sind der Meinung, dass fu¨r Hundesper-
ma eine Konzentration von 200 Millionen Spermien pro Milliliter optimal ist.
Okanos [160] verglich Konzentrationen zwischen 25 und 250 Millionen Spermien pro Milliliter
Spermaprobe. Dabei kam er zu dem Ergebnis, dass in diesem Bereich der Anteil morpholo-
gisch anormaler Spermien nur zwischen 35,7 und 39,7 Prozent Anormalita¨t schwankt. Auch
der Anteil motiler Spermien war mit 51,3 bis 55,0 Prozent fu¨r alle untersuchten Konzentra-
tionen anna¨hernd gleich. Er schloss daraus, dass ein Effekt auf die Samenqualita¨t in diesem
Bereich unwahrscheinlich ist.
2.3.3 Arten der Konservierung
Ist die zu besamende Hu¨ndin nach der Spermagewinnung nicht direkt an Ort und Stelle,
so muss das Sperma fu¨r den Transport konserviert werden. Der erste wichtige Schritt einer
Konservierung ist es, das Ejakulat zu ku¨hlen. Durch die Zugabe eines Verdu¨nners vor der
Ku¨hlung ha¨lt sich das Sperma bereits bis zu 10 Tagen [180, 236]. Damit kann das Sperma
ein paar Tage transportiert werden, bevor es an seinen Bestimmungsort kommt. Fu¨r eine
la¨ngerfristige Konservierung steht die Kyrokonservierung zur Verfu¨gung.
2.3.3.1 Ku¨hlung des Spermas
Die Ku¨hlung des Ejakulats kann sofort nach der Zugabe eines Verdu¨nners beginnen, oder
es wird vorher noch einer Zentrifugation unterzogen. Die Zentrifugation sorgt fu¨r eine Kon-
zentration des Spermas und eine Entfernung von Fremdbestandteilen. Fu¨r eine Ku¨hlung des
Ejakulats mu¨ssen dem Verdu¨nner keine von den u¨blichen Zusa¨tzen abweichende Zutaten
zugegeben werden.
Nach Bouchard (72) ist eine Temperatur von 4-5 ◦C am Besten fu¨r die Lagerung von Sperma
geeignet. Bei Temperaturen von 4◦C hielten sich die Motilita¨tsparameter deutlich la¨nger auf
einem hohen Niveau als bei 22◦C oder 35◦C. In einem weiteren Versuch stellte sich heraus,
dass der Wert der progressiven Motilita¨t bei einer Abku¨hlung von 1◦C oder 0,3◦C im Ver-
gleich zu einer langsameren Abku¨hlung von 0,1◦C pro Minute, ho¨her bleibt. Das bedeutet,
dass das Sperma innerhalb von etwa 30 Minuten auf eine Sollwert von 4◦C herabgeku¨hlt
werden kann und soll.
Geku¨hltes Sperma hat kryokonservierten Proben gegenu¨ber einen deutlichen Qualita¨tsvor-
teil. Im Gegensatz zu kryokonservierten Spermaproben, bei denen der Anteil motiler Sper-
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mien kaum u¨ber 50 Prozent steigt, betra¨gt dieser bei frischem, geku¨hltem Sperma im Schnitt
u¨ber 80 Prozent. Nachteil ist die kurze Haltbarkeit, die keinen flexiblen Umgang mit dem
Ejakulat gewa¨hrleistet.
Verstegen [236] versuchte deshalb die Haltbarkeit mit einem oder mehreren Verdu¨nnerwech-
sel zu verla¨ngern. Die Ergebnisse seiner Studie [236] zeigen, dass sich verdu¨nntes Sperma
bei 4-5◦C bis zu 13 Tagen mit ausreichender Qualita¨t hielt. Danach sanken die Motilita¨ts-
werte deutlich ab. Am 16. Tag gingen die Motilita¨tswerte gegen Null. An diesem Tag fu¨hrte
Verstegen einen Verdu¨nnerwechsel durch, indem er den ”alten” Verdu¨nner durch Zentrifuga-
tion entfernte, und frischen Verdu¨nner zu den Spermien gab. Dies bewirkte eine Aktivierung
vieler zuvor imotiler Spermien. Der Anteil motiler Spermien stieg von null auf 95 Prozent.
Auch die Progression und Geschwindigkeit stiegen nach dem Wechsel von zehn Prozent auf
47 Prozent beziehungsweise von 50 Prozent auf 69 Prozent. Verstegen schloss daraus, dass
verdu¨nntes Sperma bei 4◦C 10-13 Tage gelagert werden kann. Durch einen Verdu¨nnerwech-
sel ko¨nnen einige imotile Spermien reaktiviert werden. Grund dafu¨r ko¨nnten seiner Meinung
nach die erneute Zufuhr von Glukose und Puffer sein.
Laut Ponglowhapan ist ejakuliertes Sperma ohne Verdu¨nnerwechsel bis zu acht Tage ver-
wendbar [180, 179]. Die Haltbarkeit von epididymal gewonnenem Sperma liegt dagegen nur
bei zwei Tagen [180].
2.3.3.2 Kryokonservierung des Spermas
Kryokonserviertes Sperma ist theoretisch unendlich lange haltbar, wodurch man Zeitpunkt
und Ort der Besamung variabel gestalten kann. Der Vorgang des Tiefgefrierens ist zeit- und
erfahrungsintentiv und erfordert große Genauigkeit. Fu¨r die Kryokonservierung kann in der
Regel nur Sperma mit hervorragenden Motilita¨ts- und Morphologieparametern verwendet
werden. Wie sich diese Parameter nach dem Auftauen verhalten, ist stark von der indivi-
duellen Eignung zur Kryokonservierung abha¨ngig [53]. Bisher gibt es keinen Parameter, der
eine Aussage u¨ber die Eignung erlaubt. Nunez-Martinez [157] jedoch versuchte mit seinen
vier Indices, in denen er verschiedene Morphologieparameter verarbeitet hat, einen Schritt
in diese Richtung (siehe Abschnitt 2.2.3.2.4).
Hermansson [94] und Ponglowhapan [180] bescha¨ftigten sich mit der Frage, ob ein Ejakulat
noch am selben Tag eingefroren werden muss, oder ob dies zu einem spa¨teren Zeitpunkt noch
mo¨glich ist. Ponglowhapan verwendete fu¨r seinen Versuch epididymal gewonnenes Sperma,
das er am Tag Null, zwei oder vier kryokonservierte. Hermansson verwendete dagegen eja-
kuliertes Sperma, das er am Tag Null, eins oder zwei kryokonservierte. Die Ergebnisse waren
bei beiden Versuchen a¨hnlich. Mit zunehmnender Lagerungsdauer nach der Samengewin-
nung verschlechterte sich die Samenqualita¨t. Doch die Qualita¨t nach dem Auftauen wurde
dadurch nicht beeinflusst. Sie schließen daraus, dass Sperma auch zwei Tage nach der Ge-
winnung noch kryokonserviert werden kann.
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Wa¨hrend des Abku¨hlens a¨ndern sich die osmotischen Verha¨ltnisse in den Zellen. Zwischen -5
und -15◦C bilden sich extrazellula¨re Eiskristalle [181, 236]. Die Flu¨ssigkeit ist in den Kristal-
len gebunden, was eine Erho¨hung der Salzkonzentration im Extrazellula¨rraum bewirkt. Dies
fu¨hrt zu einem Ausstro¨men der Flu¨ssigkeit aus dem Zellinneren [222]. Die Zelle dehydriert.
Erfolgt die Abku¨hlung zu schnell, wird die Zelle ungenu¨gend dehydriert und es kommt zur
Bildung von intrazellula¨ren Eiskristallen, die die Zellen scha¨digen oder zersto¨ren [53]. Eine
zu langsame Abku¨hlung bewirkt eine zu starke Dehydrierung. Die Samenzelle wird zu lange
einer zu hohen Salzkonzentration ausgesetzt. Die Membranintegrita¨t sinkt, was sich ebenfalls
letal auf die Zelle auswirkt [53]. Die Abku¨hlung soll demzufolge nicht zu schnell und nicht zu
langsam erfolgen. Die optimale Abku¨hlrate liegt zwischen 10 und 30 ◦C pro Minute [53, 222].
Um die Bildung von intrazellula¨rem Eis zu verhindern, kommen Kryoprotektiva zum Ein-
satz. Ein ideales Kryoprotektivum dringt schnell in die Zelle ein, stabilisiert die Membranen,
reguliert die Permeabilita¨t [222] und a¨ndert die osmotischen Verha¨ltnisse der Zelle [53].
Fu¨r die Kryokonservierung wird das Sperma in der Regel in zwei Schritten verdu¨nnt. Der
erste Verdu¨nner wird dabei bei Raumtemperatur zugegeben, der zweite bei 4◦C. Die Kry-
oprotektiva befinden sich meist nur im zweiten Verdu¨nner, der sich ansonsten durch nichts
von dem ersten unterscheidet [53, 160]. Es ist wichtig, das Sperma noch vor dem Einfrieren
mindestens eine Stunde zu ku¨hlen [160]. Nach der Zugabe des Kryoprotektivums kann das
Ejakulat dann sofort eingefroren werden. Eine Ku¨hlung von mindestens einer Stunde fu¨hrt
zu einer ho¨heren Motilita¨t und einer geringeren morphologischen Vera¨nderung der Spermien
nach dem Auftauen. Ob das Kryoprotektivum in dieser Zeit auf die Zelle einwirkt, oder erst
spa¨ter zugegeben wird, hat laut Okano [160] keine Bedeutung.
Gil [74] verglich eine Zugabe von Gycerin (Kryoprotektivum) bei 4◦C und 15◦C [74, 160].
Er stellte fest, dass das Kryoprotektivum erst zugegeben werden sollte, wenn das Sperma
auf 4◦C abgeku¨hlt ist. Seine Untersuchungen ergaben bessere Motilita¨ts- und Morphologie-
parameter nach dem Auftauen, wenn das Kryoprotektivum erst zum abgeku¨hlten Samen
zugegeben wird.
Glycerin bietet sich als Kryoprotekivum an und wird am meisten verwendet [53, 160, 222].
Bei der Verwendung von Ethylenglykol sind die Motilita¨tsparameter wie auch die Membran-
integrita¨t kurz nach dem Auftauen besser. Danach nimmt die Motilita¨t jedoch rasch ab [200].
Als weiterer Zusatz werden oft SDS (Sodium Duodecyl Sulfat)-haltige Pasten verwendet.
SDS wirkt auf die Lo¨slichkeit von Proteinen und somit auf das Eigelb ein. Die Proteine im
Eigelb werden aktiviert und gelo¨st. Sie wirken sich schu¨tzend auf die Spermien aus [87, 196].
Eine solche SDS-haltige Paste ist die Equex STM Paste. Nach Traas [226] werden die Mo-
tilita¨tsparameter bei deren Verwendung gesteigert. Außerdem wird ein positiver Effekt auf
die Akrosomen erreicht [226].
Rota [196] verglich die Qualita¨t von mit und ohne Equex STM Paste verdu¨nntem Sperma.
Direkt nach dem Auftauen ließ sich kein Unterschied zwischen den Gruppen feststellen. Nach
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einer Stunde sank die Motilita¨t der mit Equex STM Paste verdu¨nnten Probe um nur 19,4
Prozent, wa¨hrend die der Kontrollgruppe um 65,3 Prozent sank. Die Plasmamembran wurde
in der Kontrollgruppe in 67,8 Prozent der Fa¨lle gescha¨digt, bei der Equex STM - Gruppe nur
in 22,4 Prozent der Fa¨lle. Der Anteil an Spermien mit intaktem Akrosom war in der Equex
STM - Gruppe ebenfalls ho¨her. Rota schloss daraus, dass durch die Equex STM Paste Vita-
lita¨t und Langlebigkeit der Zellen verbessert werden. Eine andere SDS-haltige Paste ist die
Orvus ES Paste. Sie besitzt laut Graham [79] eine sehr a¨hnliche Zusammensetzung und ist
damit in ihrer Wirkung a¨quivalent zur Equex STM Paste. In seinem Versuch stellte Tsutsui
[232] fest, dass die Zugabe von Orvus ES Paste Aktivita¨t und Motilita¨t der Zellen steigerte.
In seiner Studie von 1999 wurden von zehn ku¨nstlich besamten Tieren neun tra¨chtig. Er
fu¨hrte dies auf den schu¨tzenden Effekt des SDS auf die Spermien zuru¨ck, was deren hohe
Motilita¨t verla¨ngerte. Zur Kryokonservierung der Spermien verwendete er einen Tris Eigelb
Fructose Citrat-Verdu¨nner mit Orvus ES Paste.
Vor dem Einfrieren muss das auf 4◦C abgeku¨hlte Sperma in ebenfalls auf 4◦C geku¨hlte, ge-
friertaugliche Beha¨ltnisse gefu¨llt werden. Wa¨hrend die meisten Autoren 0,5 Milliliter große
Ro¨hrchen verwenden [53, 160, 180, 94, 196], benutzen andere 0,25 Milliliter große Ro¨hrchen
[28] oder 1 Milliliter große Ro¨hrchen [232].
No¨thling [155] verglich das Einfrieren mit 0,25 und 0,5 Milliliter Ro¨hrchen. Als Qualita¨tspa-
rameter verwendete er die Motilita¨t und die Morphologie der Spermien. Fu¨nf Minuten nach
dem Auftauen ließ sich noch kein Unterschied feststellen. Nach 60 Minuten Aufbewahrungs-
zeit sind Morphologie und Motilita¨t des Spermas im 0,5 Milliliter Ro¨hrchen besser. Er be-
gru¨ndete das Ergebnis damit, dass 0,5 Milliliter Ro¨hrchen den Spermien einen besseren
Abku¨hlvorgang ermo¨glichen.
Die Ro¨hrchen werden nicht sofort in flu¨ssigen Stickstoff getaucht, sondern erst fu¨r einige Zeit
im Stickstoffdampf gehalten. Sie werden fu¨r ca. 10 bis 15 Minuten zwischen drei und zehn
Zentimeter u¨ber dem Stickstoffspiegel aufgereiht. In welcher Ho¨he die Ro¨hrchen tatsa¨chlich
platziert werden, sollte wiederum von der Ro¨hrchengro¨ße abha¨ngig gemacht werden [155].
Bei 0,5 Milliliter Ro¨hrchen ist nach No¨thling [155] ein Abstand von acht Zentimeter optimal.
Da die optimale Abku¨hlrate zwischen 10 und 30 ◦C pro Minute liegt, muss der Abstand so
gewa¨hlt werden, dass der Abku¨hlvorgang in etwa in dem Tempo erfolgt.
Neben der Mo¨glichkeit, Spermien mit flu¨ssigem Stickstoff einzufrieren, kann auch ein so-
genannter Ultrafreezer eingesetzt werden. Der Ultrafreezer ist am besten vergleichbar mit
einer haushaltsu¨blichen Gefriertruhe, die auf -152◦C abku¨hlt. Alamo [6] meinte, dass Gera¨te
wie der Ultrafreezer vor allem in Regionen, in denen Stickstoff sehr teuer oder nur schwer
zu beschaffen ist, eine gute Alternative darstellen. Das Sperma ku¨hle dabei recht langsam
ab. Die Abku¨hlrate betra¨gt zwischen 5◦C und -10◦C 5◦C/Minute, zwischen -10◦C und -
100◦C 30◦C/Minute und zwischen -100◦C und -130◦C 10◦C/Minute. Als Vorteil sah er, dass
die Spermien dadurch geschont werden, dass beim Be- und Entladen des Ultrafreezers keine
Temperaturschwankungen auftreten. Auch Scha¨fer-Somi [204] a¨ußerte sich positiv gegenu¨ber
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dem Freezer. In Ihrer Studie schnitt dieser nicht schlechter ab, als die Konservierung mit
flu¨ssigem Stickstoff.
Zum Auftauen werden die Ro¨hrchen meist fu¨r 30 [180] bis 60 Sekunden [28, 160, 200] in
37◦C warmes Wasser verbracht werden, wa¨hrend sie von anderen fu¨r nur acht Sekunden in
70◦C [155, 204, 169, 223, 171, 94, 6, 171] warmes Wasser gegeben werden. Im Versuch wiesen
bei 70◦C aufgetaute Spermien einen deutlich geringeren Anteil an annormalen Spermien auf
[155]. Werden die Proben bei 70◦C aufgetaut, verbessert sich sie Vorwa¨rtsbeweglichkeit nach
dem Auftauen kurzfristig (5min) um ein Prozent, langfristig (60 Minuten) um zwei Prozent,
der Anteil annormaler Spermien steigt um sechs Prozent. Schon nach acht Sekunden jedoch
liegt bei einem 0,5 Milliliter Ro¨hrchen die Temperatur bei 40◦C. Deshalb sollten die Ro¨hr-
chen nach exakt 8 Sekunden aus dem Wasser genommen werden.
In seiner Studie von 1999 verglich Pena [168] zwei in Skandinavien etablierte Konservie-
rungsprotokolle, na¨mlich die Anderson- und die Clone-Methode. Sie unterscheiden sich in
Verdu¨nner, Einfrier- und Auftauvorgang. Anderson verwendete einen Trispuffer-Fruktose-
Zitronensa¨ure Verdu¨nner. Mit diesem verdu¨nnte er das Sperma auf 100x106 Spermien pro
Milliliter. Nach einer Ruhezeit von zwei Stunden bei einer Temperatur von 4◦C wird die
Samenprobe in 0,5 Milliliter Ro¨hrchen gefu¨llt. Nach einer Lagerungsdauer von zehn Minu-
ten etwa vier Zentimeter u¨ber dem flu¨ssigen Stickstoff, werden die Ro¨hrchen in den Stick-
stoff verbracht. Der Auftauvorgang erfolgt bei 70◦C fu¨r etwa acht Sekunden. Bei der Clone-
Methode dagegen werden zwei verschiedene Verdu¨nner verwendet. Der erste Verdu¨nner wird
bei Raumtemperatur zugegeben. Der zweite Verdu¨nner wird nach einer Ruhezeit von ei-
ner Stunde bei 4◦C zugegeben. Das Sperma liegt dann ebenfalls in einer Konzentration von
100x106 Spermien pro Milliliter vor, und wird in 0,5 Milliliter Ro¨hrchen gefu¨llt. Die Ro¨hrchen
werden dann fu¨r jeweils zwei Minuten 7 und 13 Zentimeter und schließlich fu¨r eine Minute
20 Zentimeter tief in den Stickstoffbeha¨lter gehalten. Danach werden auch diese im flu¨ssigen
Stickstoff versenkt. Der Auftauvorgang erfolgt bei 37◦C fu¨r 15 Sekunden. Der Versuch ergab,
dass die mit der Anderson-Methode eingefrorenen Spermaproben nach dem Auftauen eine
ho¨here Motilita¨t und Thermoresistenz aufwiesen. Dennoch fu¨hrte eine ku¨nstliche Besamung
mit Samenproben, die mit den beiden Protokollen kyrokonserviert wurden, zu a¨hnlich hohen
Tra¨chtigkeitsraten [78, 128, 168]. Zwei Jahre zuvor verglich Stro¨m [217] ebenfalls diese bei-
den Protokolle. Er erhielt dabei ein a¨hnliches Ergebnis. Lediglich direkt nach dem Auftauen
erhielt Stro¨m fu¨r die Clone-Methode ho¨here Motilita¨tswerte.
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2.4 Ku¨nstliche Besamung
Bei der ku¨nstlichen Besamung tragen folgende Faktoren zum Tra¨chtigkeitsergebnis bei:
Fruchtbarkeit des Ru¨den, Qualita¨t der Samenkonservierung, weibliche Fruchtbarkeit, Be-
samungszeitpunkt, Besamungsmethode, Besamungsdosis und Anzahl der Besamungen [53].
2.4.1 Festlegung des Besamungszeitpunktes
Der O¨strus dauert bei der Hu¨ndin in etwa eine Woche. Etwa 48 Stunden nach Beginn des
O¨strus kommt es zur Ovulation der Eizellen. Nach ihrer Reifung im Ovidukt (meiotische
Teilung), die etwa zwei Tage dauert, sind sie fu¨r ein bis drei Tage befruchtungsfa¨hig [227, 225].
Frisches Sperma ist im Uterus der Hu¨ndin maximal vier Tage, gefrorenes Sperma maximal
24 Stunden haltbar und befruchtungsfa¨hig [227, 37]. Fu¨r die Kapazitation der Spermien, die
fu¨r ein Eindringen der Samenzelle in die Eizelle notwendig ist, wird ein Zeitraum von ca.
sieben Stunden angegeben [227, 134]. Die Besamung muss also in der Fertilisationsperiode
erfolgen, die im Bereich von zwei bis fu¨nf Tagen nach den Ovulationen liegt [230, 182]. Dieser
enge Zeitrahmen erfordert eine exakte Bestimmung des Zyklusstandes der Hu¨ndin [227, 225].
2.4.1.1 Zyklusbestimmung
Die Zyklusbestimmung kann mittels Beobachtung des Verhaltens, Adspektion und Palpation
der a¨ußeren Genitale, Vaginoskopie, Vangialzytologie und Progesteronbestimmung erfolgen
[150, 155].
Bei einer Hu¨ndin im O¨strus ist der Duldungsreflex auslo¨sbar. Die Vulva ist noch geringgradig
o¨dematisiert. Eventuell ist ein fleischwasserfarbener Ausfluss sichtbar. In der Vaginoskopie
stellt sich die Vaginalschleimhaut ebenfalls geringgradig o¨dematisiert und gefa¨ltelt dar. Diese
Symptome ko¨nnen durch Adspektion, Palpation und Vaginoskopie erkannt werden [150, 197].
Wertvolle zusa¨tzliche Informationen fu¨r die Bestimmung des Ovulations- und damit Besa-
mungszeitpunktes ko¨nnen die Vaginalzytologie und die Progesteronbestimmung geben [230].
Diese Untersuchungsmethoden werden am besten in Kombination durchgefu¨hrt.
Da der Aufbau der Vaginalschleimhaut zyklischen Vera¨nderungen unterliegt, kann der Zy-
klusstand unter anderem mittels Vaginalzytologie bestimmt werden. Unter O¨strogeneinfluss
nimmt die Dicke der Schleimhaut zu. Die lumenseitigen Zellschichten werden dabei weniger
durchblutet und degenerieren. Zu Beginn des O¨strus liegt der Anteil kornifizierter Zellen in
der Vaginalschleimhaut deshalb bei u¨ber 80 Prozent [182, 225, 38], spa¨ter im O¨strus bei ca.
90 Prozent. Ab Beginn des O¨strus sollten alle ein bis zwei Tage Schleimhautabstriche durch-
gefu¨hrt werden. Die Ovulationen erfolgen ca. 48 Stunden nach Beginn des O¨strus. Durch
Spezialfa¨rbungen lassen sich die kornifizierten Zellen leicht von den gut durchbluteten Zel-
len differenzieren. Der Anteil sog. azidophiler Zellen in der Papanicolau-Fa¨rbung sollte zum
Zeitpunkt der Ovulationen gro¨ßer als 90 Prozent sein. Ein zusa¨tzliches Kriterium sind die
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vorgefundenen Zelltypen. Im O¨strus findet man z.B. kaum Erythrozyten, dafu¨r aber viele
Schollen (Superfizialzellen ohne Kern).
Der Progesteronwert wird wegen seines charakteristischen Verlaufs zur Zyklusbestimmung
verwendet. Am Tag Null, also zu Beginn des O¨strus, steigt sein Wert erstmals u¨ber 2ng/ml
[225, 234, 150]. Zum Zeitpunkt der Ovulationen der Eizellen erreicht er Werte von u¨ber
4ng/ml [182]. Nach den Ovulationen u¨bersteigt er Werte von 7ng/ml [182]. Einige Autoren
fu¨hren die Progesteronmessung als sehr exakte diagnostische Maßnahme ta¨glich durch, um
den Besamungszeitpunkt genau festzulegen [150, 94].
Die LH-Wert Bestimmung ist eine weitere Mo¨glichkeit den Ovulationszeitpunkt festzulegen.
Der LH-Peak befindet sich genau am Tag Null und damit 48 Stunden vor den Ovulationen
[150, 225, 230]. Damit ist seine Bestimmung diagnostisch sehr wertvoll [214]. Allerdings ist
die quantitative Bestimmung des LH-Hormons schwierig und die LH-Ausschu¨ttung ist nur
von sehr kurzer Dauer, weswegen die LH-Bestimmung fu¨r die Routinediagnostik wenig ge-
eignet ist.
Eine Kombination von Zytologie und Progesteronmessung fu¨hrte bei Cremonesi [38] zu guten
Ergebnissen. Bei ihm erfolgte die Besamung exakt 48 Stunden nachdem der Progesteronwert
u¨ber 6,5 ng/ml gestiegen ist, und der Anteil verhornter Zellen u¨ber 90 Prozent lag. Cremo-
nesi [38] erreichte damit eine Tra¨chtigkeitsrate von 87,5 Prozent. Thomassen [225] ist der
Ansicht, dass die Bestimmung des Besamungszeitpunktes mit Hilfe der klinischen Untersu-
chung nur dann sinnvoll ist, wenn eine Hormonbestimmung nicht mo¨glich ist. Er begru¨ndete
dies damit, dass die klinischen Anzeichen zwischen den Hu¨ndinnen zu stark variieren. Laut
Thomassen wird der Besamungszeitpunkt am Besten mit LH- oder Progesteronmessung oder
der Beobachtung der Follikel mittels Ultraschall festgelegt [225].
2.4.1.2 Ovulation und Besamungszeitpunkt
Die Eizellen beno¨tigen nach den Ovulationen zwei bis drei Tage, dann erreichen sie die Me-
taphase II [225, 199]. Erst in dieser Phase sind sie befruchtungsfa¨hig. Die Besamung mit
gefrorenem Sperma sollte also fru¨hestens 24 und spa¨testens 78 Stunden nach den Ovula-
tionen erfolgen [197, 225, 199]. Frisches Sperma ist la¨nger im weiblichen Genitale haltbar.
Deshalb sind bei der Verwendung von frischem Sperma fu¨r eine Besamung meist vom Tag
der Ovulationen bis einen Tag vor Beginn des Dio¨strus gute Konzeptionschancen gegeben
[225].
Nach Tsumagaris [227] Untersuchungen waren die Eizellen 60 bis 108 Stunden nach den Ovu-
lationen befruchtungsfa¨hig. Da kryokonserviertes Sperma weniger als 24 Stunden haltbar ist
[190], legte er den optimalen Besamungszeitpunkt auf Tag vier bis sieben (nach Beginn des
O¨strus) fest [227]. In seiner Studie von 2003 untersuchte er den Einfluss des Zeitfaktors auf
das Befruchtungsergebnis. Die Hu¨ndinnen wurden zum Vergleich an Tag fu¨nf und/oder sie-
ben besamt. Wa¨hrend er fu¨r die Besamungen an Tag fu¨nf 45 Prozent und fu¨r Tag sieben
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55 Prozent Tra¨chtigkeiten erreichte, sind es fu¨r eine Doppelbesamung an den Tagen fu¨nf
und sieben 80 Prozent. Er schloss daraus, dass es keinen Unterschied macht, an welchem
der Tage die Hu¨ndinnen besamt werden, dass jedoch eine Doppelbesamung gegenu¨ber der
Einzelbesamung zu den ho¨heren Tra¨chtigkeitsraten fu¨hrt.
Nishiyama [151] verglich in seiner Studie Doppelbesamungen an den Tagen fu¨nf und sieben
mit Doppelbesamungen an den Tagen vier und sechs. Er erhielt mit den Besamungen an
den Tagen fu¨nf und sieben doppelt so hohe Konzeptionsraten als an den Tagen vier und
sechs. Thomassen [94] besamte an Tag vier und fu¨nf, Tsutsui [234] und Nizanski [150] an
den Tagen vier und sechs. Sie alle fu¨hrten Doppelbesamungen durch, da sie sich dadurch
ein ho¨heres Befruchtungsergebnis erhofften. Pretzer [182] und Cremonesi [38] bevorzugten
die Einzelbesamung. Sie orientierten sich exakt am Progesteronwert. Pretzer besamte nach
ta¨glicher Progesteronkontrolle 72 Stunden nachdem der Wert u¨ber 4 ng/ml [182] gestiegen ist.
Cremonesi [38] besamte 48 Stunden, nachdem der Progesteronwert u¨ber 6,5 ng/ml gestiegen
ist.
2.4.2 Besamungsdosis und Spermadeponierung
Fu¨r ein positives Besamungsergebnis muss eine ausreichend hohe Anzahl motiler und be-
fruchtungsfa¨higer Spermien zu den Eizellen gelangen. Die tatsa¨chliche Anzahl an Spermi-
en, die notwendig ist, um ein gutes Tra¨chtigkeitsergebnis (Konzeption, Wurfgro¨ße) zu er-
halten, ha¨ngt von der Art der Samenkonservierung (frisch, geku¨hlt, kryokonserviert) und
von der Lokalisation der Spermadeponierung bei der Ku¨nstlichen Besamung ab [150, 197].
Je nach Konservierungsart wird das Sperma mehr oder weniger gescha¨digt. So findet man
in kryokonservierten Spermaproben nach dem Auftauen deutlich weniger motile Spermien.
Viele kryokonservierte Spermien haben eine gescha¨digte Membran oder einen vera¨nderten
Stoffwechsel [147, 128, 199]. Dementsprechend wird beim Einsatz von kryokonserviertem
Sperma eine deutlich ho¨here Besamungsdosis beno¨tigt, als bei einer frischen Spermaprobe
[150, 197, 153, 199]. Als Mindest-Besamungsdosis fu¨r tiefgefrorenes Sperma werden zwischen
150 und 200x106 Spermien angegeben [199].
Das Sperma kann intrauterin oder intravaginal deponiert werden [150, 197, 128]. Bei der
intravaginalen Besamung mu¨ssen die Spermien noch die Cervix durchqueren, bevor sie in
den Uterus gelangen. Die Cervix stellt eine Barriere dar, die den Durchfluss der Spermien
behindert. Ob bei der Cervixpassage beim Hund auch eine Selektion der Spermien nach Mor-
phologie oder anderen funktionellen Kriterien erfolgt, ist nicht bekannt. Frisches Sperma ist
deshalb fu¨r eine intravaginale Besamung deutlich besser geeignet als kryokonserviertes Sper-
ma [126, 210, 128]. Fu¨r eine intrauterine Besamung kann dagegen auch gut kryokonserviertes
Sperma benutzt werden [128, 11, 199, 182].
Nizanski [150] fu¨hrte bei insgesamt 152 Hu¨ndinnen eine intravaginale Besamung durch. Er
wollte in seiner Studie das Besamungsergebnis fu¨r frisches und kryokonserviertes Sperma
vergleichen. Dafu¨r verwendete er mindestens 250 Millionen Spermien pro Besamungsporti-
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on, wobei er darauf achtete, dass die Besamungsdosis bei kryokonservierten Spermien 1,5 -
3 mal so hoch war als bei der Verwendung von frischen Spermien. Bei der Verwendung von
frischem Sperma ergab sich eine Konzeptionsrate von 86 Prozent (Wurfgro¨ße 5,8 Welpen).
Bei der Verwendung von gefrorenem Sperma lag die Konzeptionsrate bei 59,4 Prozent, die
Wurfgro¨ße war mit 3,9 Welpen deutlich kleiner. Nizanski schloss daraus, dass die Verwen-
dung von gefrorenem Sperma bei einer intravaginalen Besamung unbefriedigende Ergebnisse
liefert. Grund dafu¨r ist seiner Meinung nach vor allem die verku¨rzte Lebenszeit von kryo-
konserviertem Sperma in Vagina und Uterus.
Silva [210] verglich in seiner Studie verschiedene Besamungstechniken, die sowohl mit fri-
schem als auch mit gefrorenem Sperma durchgefu¨hrt wurden. Es wurden Hu¨ndinnen mit
kryokonservierten oder mit frischen Samenproben jeweils intrauterin und intravaginal dop-
pelt besamt. Er verwendete dabei je 310x106 frische Spermien aber nur je 200x106 kryokon-
servierte Spermien. Das Ergebnis zeigte, dass er bei der Verwendung von frischem Sperma
100 Prozent Tra¨chtigkeiten, bei der Verwendung von gefrorenem Sperma dagegen nur 60
Prozent Tra¨chtigkeiten, unabha¨ngig von der Besamungstechnik, erzielte. Es ist allerdings zu
beachten, dass die Besamungsdosis des qualitativ schlechteren kryokonservierten Spermas
geringer gewa¨hlt wurde, als fu¨r das qualitativ bessere frische Sperma.
In einer Studie von Linde-Forsberg [128] wurden insgesamt 274 Hu¨ndinnen verschieden oft
mit kryokonserviertem Sperma besamt. Dabei sollten die intrauterine und intravaginale Be-
samung, sowie die Anzahl der Besamungen miteinander verglichen werden. Die Besamungen
erfolgten zwei bis fu¨nf Tage nach den Ovulationen. Der Erfolg der intravaginalen Besamung
war stark von der Anzahl der Besamungen abha¨ngig. Wa¨hrend mit einer einmaligen Besa-
mung eine Tra¨chtigkeitsrate von 34 Prozent und eine Wurfgro¨ße von durchschnittlich 2,5
Welpen erzielt wurde, waren es bei einer Doppelbesamung 60 Prozent Tra¨chtigkeiten und
3,4 Welpen. Dies steigerte sich bis zu fu¨nf Besamungen in einem O¨strus auf 80 Prozent
Tra¨chtigkeiten und bis zu 5,0 Welpen (Dreifach- und Vierfachbesamung). Fu¨r die intraute-
rine Einzelbesamung erhielt Linde-Forsberg eine Tra¨chtigkeitsrate von 84 Prozent und eine
Wurfgro¨ße von 5,0 Welpen. Auch hier war die Tendenz zu erkennen, dass sich bei einer
Erho¨hung der Besamungen die Ergebnisse verbessern. Nach einer Dreifachbesamung betrug
die Tra¨chtigkeitsrate 91 Prozent, die Wurfgro¨ße 6,2 Welpen. Linde-Forsberg schloss daraus,
dass mit einer intrauterinen Besamung a¨hnliche Tra¨chtigkeitsergebnisse und Wurfgro¨ßen er-
zielt werden ko¨nnen wie beim natu¨rlichen Deckakt und die Ergebnisse der intravaginalen
Besamung deutlich u¨bertreffen. Sie stellte aber auch fest, dass das Ergebnis besonders fu¨r
die intravaginale Besamung durch eine ho¨here Anzahl an Besamungen verbessert werden
kann.
Rota [199] besamte in seiner Studie die Hu¨ndinnen intravaginal und intrauterin mit jeweils
200x106 tiefgefrorenen Spermien. Mit intravaginaler Besamung wurden fu¨nf von fu¨nf Hu¨ndin-
nen tra¨chtig, mit intrauteriner Besamung vier von fu¨nf. Die Welpenzahl unterschied sich
kaum und lag im Mittel zwischen drei und vier Welpen pro Hu¨ndin. Dagegen erzielte Olar
[161] nur ein Besamungsergebnis von 25 Prozent nach mehreren intravaginalen Besamungen
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mit einer Besamungsdosis von je 100 − 150x106 tiefgefrorenen Spermien. Lees und Castle-
berry [123] besamten mehrmals intravaginal mit je mindestens 100x106 kryokonservierten
Spermien und kamen dabei auf ein Tra¨chtigkeitsergebnis von 57 Prozent. In Untersuchungen
von No¨thling [153] wurde mit einer Besamungsdosis zwischen 9x106 und 300x106 tiefge-
frorenen Spermien und mehrmaliger intravaginaler Besamung eine Konzeptionsrate von 60
Prozent erreicht.
Bei einer intrauterinen Besamung werden, teilweise mit sehr geringen Besamungsdosen, sehr
hohe Konzeptionsraten erzielt. Wilson [243] besamte intrauterin (Doppelbesamung) und ver-
wendete dafu¨r jeweils 30− 35x106 motile Spermien. Damit wurden 85 Prozent der Hu¨ndin-
nen tra¨chtig. Thomassen [224] verwendete 200x106 tiefgefrorene Spermien. und erzielte bei
mehrmaligen intrauterinen Besamungen ein Tra¨chtigkeitsergebnis von 75 Prozent, wa¨hrend
es nach intravaginaler Besamung nur zehn Prozent waren. Die einmalige intrauterine Besa-
mung mit 100− 150x106 motilen, tiefgefrorenen Spermien fu¨hrte zu einer Tra¨chtigkeitsrate
von 88 Prozent und einer Welpenzahl von im Schnitt sieben Welpen [182].
Tsutsui [234] untersuchte die Minimalzahl frischer Samenzellen fu¨r eine intrauterine Besa-
mung. Bei einer halben Millionen Spermien pro Besamung wurde keines seiner Tiere tra¨chtig.
Beim Einsatz von zwei Millionen Spermien wurden sechs von acht Tieren tra¨chtig, von denen
allerdings zwei abortierten und die u¨brigen vier nur zwei bis vier Welpen warfen. Bei vier
Millionen Spermien wurden drei von acht Tieren tra¨chtig, von denen jedoch nur eine Hu¨ndin
eine normale Welpenzahl von sieben Welpen austrug. Diese Untersuchungen zeigen zwar,
dass mit einer sehr geringen Anzahl an Spermien teilweise gute Tra¨chtigkeitsraten erzielt
werden ko¨nnen. Das Tra¨chtigkeitsergebnis schwankt aber sehr stark und die Anzahl gebo-
rener Welpen ist in der Regel gering. Derart niedrige Besamungsdosen wurden von keinem
anderen Autor untersucht.
Insgesamt kann gesagt werden, dass mit der intravaginalen Besamung fu¨r kryokonserviertes
Sperma deutlich geringere Konzeptionsraten erzielt werden als bei der intrauterinen Besa-
mung [128].
2.4.3 Einfluss von Verdu¨nnerzusa¨tzen auf die Besamung mit kryo-
konserviertem Sperma
Unabha¨ngig von der Besamungsdosis und dem Ort der Spermadeponierung, kann der Besa-
mungserfolg fu¨r kryokonserviertes Sperma mit Hilfe spezieller Verdu¨nner positiv beeinflusst
werden. In diesen Verdu¨nnern befinden sich in erster Linie Na¨hrstoffe fu¨r die Zellen und ver-
schiedene Zusa¨tze, die Aktivita¨t und Motilita¨t der Spermien steigern sollen (siehe Abschnitt
2.3).
Nachdem Tsutsui [232], der in einer in vitro Studie einen positiven Effekt von Orvus ES
Paste auf Akrosomen und Motilita¨t der Samenzellen festgestellt hat, verwendete er die-
sen Verdu¨nnerzusatz auch fu¨r Spermaproben zur Kryokonservierung. In seiner Studie wur-
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den vier Hu¨ndinnen intrauterin mit Samenproben ohne Zusatz von Orvus ES Paste besamt
(300x106 Spermien). Keine der Hu¨ndinnen wurde tra¨chtig. Wurde dagegen Orvus ES Paste
im Rahmen der Spermakonservierung verwendet, wurden neun von zehn Hu¨ndinnen, die
mit 100x106 Spermien besamt wurden, tra¨chtig. Bei der intravaginalen Besamung wurden
von neun mit 10 − 40x108 Spermien (mit Orvus ES Paste) besamten Hu¨ndinnen nur zwei
tra¨chtig, bei Samenproben ohne Orvus ES Paste keine. Aus dem Ergebnis schloss er, dass
beim Einsatz von Orvus ES Paste zur Kryokonservierung, hohe Konzeptionsraten erzielt
werden ko¨nnen (intrauterine Besamung). Seiner Ansicht nach ist fu¨r diesen Effekt ein spezi-
fischer Bestandteil dieser Paste, na¨mlich Natriumduodecylsulfat (SDS) verantwortlich (siehe
Abschnitt 2.3.3.2). SDS a¨ndert die Proteinstrukturen des im Verdu¨nner befindlichen Eigelbs,
welches dadurch einen Schutzmantel um die Samenzellen bildet [232]. Rota [197] benutzte
die Equex STM Paste. Sie besitzt eine a¨hnliche Zusammensetzung und beinhaltet eben-
falls SDS. Bei der Spermauntersuchung ergab sich bei einem Zusatz von Equex STM eine
erho¨hte Aktivita¨t und Motilita¨t der Samenzellen. Der Einsatz von Equex STM zur Kryo-
konservierung von Samenproben hatte aber keinen Einfluss auf das Tra¨chtigkeitsergebnis.
Bei der intrauterinen Besamung wurden mit und ohne Equex STM fu¨nf von fu¨nf Hu¨ndinnen
tra¨chtig, intravaginal waren es vier von fu¨nf.
Prostatasekret ist physiologischerweise im Ejakulat enthalten. Rota [199] untersuchte die
Wirkung einer Zugabe von Prostatasekret nach dem Auftauen von kryokonserviertem Sper-
ma (siehe Abschnitt 2.3.2). Nachdem sich dabei ein positiver Effekt auf die Motilita¨t und
Langlebigkeit der Spermien erzielen ließ, u¨berlegten andere Autoren, ob damit auch ein po-
sitiver Effekt auf das Befruchtungsergebnis erreicht werden kann [102, 152].
No¨thling [152] untersuchte in der Studie von 1993, ob sich die Zugabe von Prostatasekret zu
kryokonserviertem Sperma direkt vor der Insemination auf Tra¨chtigkeitsrate und Wurfgro¨ße
auswirkt. Durch die Zugabe von Prostatasekret erho¨hte sich die Tra¨chtigkeitsrate von 60
Prozent auf 100 Prozent und die Wurfgro¨ße von durchschnittlich 2,4 auf 5,2 Welpen. In der
Studie von 2005 untersuchte No¨thling [155] erneut den Effekt von Prostatasekret. Dieses
Mal besamte er die Hu¨ndinnen mehrmals mit immer demselben Volumen (7ml, die durch
die Zugabe von Prostatasekret oder TALP erreicht wurden) intravaginal mit einer unter-
schiedlich hohen Anzahl an Spermien. Dabei stellte er fest, dass die Konzeptionsrate der
Hu¨ndinnen, bei denen eine Besamungsdosis von 50 Millionen Spermien mit Prostatasekret
verdu¨nnt wurde, deutlich ho¨her war, als bei mit TALP verdu¨nnntem Sperma. Seine Unter-
suchungen ergaben jedoch auch, dass sich dieser Effekt verringert, je ho¨her die Anzahl an
vorwa¨rtsbeweglichen Spermien pro Besamung ist.
Hori [102] untersuchte den Effekt von Prostatasekret auf epididymale Spermien. Wa¨hrend
die Spermien nach dem Auftauen vor der Zugabe von Prostatasekret eine Motilita¨t von 12,5
Prozent aufwiesen, wurde nach der Zugabe von Prostatasekret eine Motilita¨t von 32 Prozent
beobachtet. Die Konzeptionsraten nach intrauteriner Besamung betrugen 20 Prozent ohne
und 80 Prozent nach Zugabe von Prostatasekret. Hori beobachtete auch, dass epididyma-
le Samenproben mit Prostatasekret auch nach sechs Stunden Haltezeit bei 20◦C noch eine
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Motilita¨t von 25,6 Prozent aufwiesen.
Andere Autoren vermuten, dass nicht das Prostatasekret selbst, sondern das erho¨hte Vo-
lumen die Ursache fu¨r die erho¨hte Fertilita¨t ist. Mit dem erho¨hten Volumen wu¨rde der
Spermientransport beschleunigt und somit eine zeitnahe Befruchtung der Eizelle ermo¨glicht
[150, 199]. No¨thling und Volkmann [150] waren der Ansicht, dass sich auch die Zentrifu-
gation, die einer Verdu¨nnung mit Prostatasekret vorausgeht, wegen der Verdra¨ngung des
Glyzerins positiv auf die Fertilita¨t auswirkt.
2.4.4 Besamungstechniken
Fu¨r eine erfolgreiche Ku¨nstliche Besamung ist auch die richtige Lokalisation der Sperma-
deponierung notwendig [225]. Eine ku¨nstliche Besamung kann intrauterin oder intravaginal
durchgefu¨hrt werden [225]. Wa¨hrend der Operateur fu¨r eine intravaginale Besamung nicht
viel Erfahrung beno¨tigt, da die Techniken leicht durchzufu¨hren sind [227, 197], erfordert die
intrauterine Besamung viel Geschick und Erfahrung [197, 227], oder ist im Falle einer Ope-
ration invasiv [197, 94, 38].
Nach einer intravaginalen Besamung muss das Sperma die Zervix, die ein Hindernis fu¨r die
Spermien darstellt u¨berwinden, was besonders bei der Verwendung von kurzlebigem, kryo-
konserviertem Sperma [197, 150] zu schlechteren Konzeptionsraten fu¨hrt [94, 197, 150, 128,
227]. Eine intrauterine Besamung fu¨hrt deshalb meist zu deutlich ho¨heren Tra¨chtigkeitsraten
[197, 94, 150, 182, 121, 28, 224, 225, 128].
2.4.4.1 Intravaginale Besamung
Fu¨r die intravaginale Besamung wurden verschiedene Techniken entwickelt. In der Regel wer-
den einfache Plastikkatheter verwendet. Es werden aber auch Rinderkatheter umgebaut, oder
eigens dafu¨r hergestellte, kommerzielle Katheter wie der Norwegische Katheter benutzt [225].
Der Norwegische Katheter wurde z.B. bei Rota [197] eingesetzt. Dieser fu¨hrte den Kathe-
ter in die craniale Vagina ein und positioniert dort das Sperma. In seiner Studie wurden
mit dieser Technik acht von zehn Tieren tra¨chtig. Linde-Forsberg [126] und Nizanski [150]
benutzten einen Rinderkatheter, mit dem sie das Sperma in den vorderen Teil der Vagina
verbrachten. No¨thling [155] besamte seine Hu¨ndinnen in den Fornix der Vagina. In diesen
wurde das Sperma mit Hilfe einer Injektionsspritze mit Plastikpipette u¨ber ein kurzes Stu¨ck
Silikonschlauch hinterlegt.
Neben den einfachen Plastikkathetern gibt es noch kommerzielle Katheter mit aufblasbarem
Latexballon. Der Latexballon kann aufgeblasen werden, sobald sich der Katheter in der Vagi-
na befindet. Damit soll ein Zuru¨ckfließen des Spermas verhindert werden und der Bulbus des
errigierten Hundepenis nachgeahmt werden. Zu den sogenannten Ballonkathetern geho¨ren
z.B. der Osiriskatheter und der Francekatheter [225].
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Nizanski [150] verwendete den Osiriskatheter sowohl mit frischem als auch mit kryokonser-
viertem Sperma. Nachdem Nizanski das Sperma durch den Katheter in die Vagina gespritzt
hatte, gab er noch 20 bis 40 ml Luft hinterher, um den Katheter vollsta¨ndig zu entleeren.
Fu¨r frisches Sperma erhielt er ein Besamungsergebnis von 81,8 Prozent. Im Vergleich dazu
lag sein Tra¨chtigkeitsergebnis bei der Verwendung des Rinderkatheter bei 86,3 Prozent. Es
ließ sich keine Verbesserung der Konzeptionsrate durch den Ballonkatheter feststellen. Ro-
ta [197] besamte mit dem Osiriskatheter fu¨nf Tiere. Drei davon wurden tra¨chtig. Mit den
Norwegischen Katheter erhielt er a¨hnliche Konzeptionsraten. Es wurden acht von zehn Tie-
ren tra¨chtig. Auch hier fu¨hrte die Verwendung des Ballonkatheters zu keiner Verbesserung.
Tsumagari [227] verwendete ebenfalls einen Ballonkatheter. Diesen schob er nur bis in den
caudalen Bereich der Vagina. Dort wurde er durch Aufblasen des Ballons fixiert. Mit dieser
Methode erhielt er fu¨r eine Doppelbesamung an Tag fu¨nf und sieben eine Konzeptionsrate
von 80 Prozent [37, 158, 182]. Er schloss daraus, dass mit dem Ballonkatheter eine hohe
Tra¨chtigkeitsrate erzielt werden kann.
Wie Vergleiche von Rota [197] und Nizanski [150] zeigen, werden durch die Verwendung von
Ballonkatheter keine ho¨heren Tra¨chtigkeitsraten als bei der Verwendung von Kathetern ohne
Ballon erzielt, obwohl sie das Sperma am Ru¨ckfluss hindern sollen [197].
2.4.4.2 Intrauterine Besamung
Bei der Intrautrinen Besamung wird zwischen invasiven und nicht invasiven Methoden un-
terschieden.
Invasive Besamungsmethoden setzen eine Laparaskopie oder Laparatomie voraus. Beides er-
folgt unter Vollnarkose. Die Narkose bedeutet viel Stress fu¨r die Hu¨ndin und erho¨hte Kosten
fu¨r den Besitzer [197]. Letztendlich birgt eine Ana¨sthesie trotz großer Erfahrungen auf dem
Gebiet immer ein geringes Risiko fu¨r die Hu¨ndin, das nicht vernachla¨ssigt werden sollte [225].
Hori [102] besamte die Hu¨ndinnen in seiner Studie invasiv direkt in eines der Uterinho¨rner
[124, 101]. In der vorhergehenden Studie [101] versuchte Hori, das Sperma mit Hilfe einer
Glaskapillare in den beiden Eileitern zu positionieren [234, 101]. Auch Tsutsui [234] besamte
intratubal mit einer Glaskapillare in die Ampulle des Eileiters ca. 2cm von den Eileiterfim-
brien entfernt.
Andere Autoren bevorzugen nicht invasive Besamungsmethoden. Sie erfordern einiges an Ge-
schick und Erfahrung vom Besamer [234, 227], bedeuten jedoch deutlich weniger Stress fu¨r
die Hu¨ndin. Nicht invasive, intrauterine Besamungstechniken ko¨nnen dabei mit oder ohne
Sichtkontrolle durchgefu¨hrt werden.
Transcervicale Besamungstechniken mit Sichtkontrolle werden mit Hilfe eines Endoskops
durchgefu¨hrt. Der erste, der diese Methode beschrieb, war Wilson [243, 225]. Rota [197]
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verwendete die transcervicale Besamungstechnik nach Wilson [197]. Dabei wird ein starres
Urethero-Renoskop verwendet, das mit einer elektronischen Lichtquelle und einer Videoka-
mera verbunden ist. Als Katheter dient ein Urinkatheter. Cremonsi [38] verwendete ebenfalls
eine transcervicale endoskopische Technik. Nach der Vorbereitung von 200 bis 300 Millionen
kryokonservierten Spermien, fu¨hrte er ein Endoskop mit Lichtquelle, Videokamera und Be-
samungskatheter durch die Cervix in den Uterus ein, wo er das Sperma positionierte. Pretzer
[182] benutzte einen a¨hnlichen Aufbau. Er fu¨hrte ein langes starres Zystoskop mit Lichtquelle
und Videokamera in die Vagina ein. Er verwendete dafu¨r einen Urinkatheter, dessen Spitze
abgeschnitten und abgerundet wurde, um die Schleimhaut der Hu¨ndin nicht zu verletzen.
Fu¨r die Besamung ohne Sichtkontrolle werden meist rostfreie Edelstahlkatheter wie z.B: der
Norwegische Katheter verwendet [225]. Der Operateur beno¨tigt fu¨r diese Methode etwas Er-
fahrung und Fingerspitzengefu¨hl, da er die Cervix durch das Abdomen der Hu¨ndin hindurch
ertasten und fixieren muss, um den Katheter hindurchschieben zu ko¨nnen. Thomassen [224]
schob bei dieser Methode den rostfreien Edelstahlkatheter mit der einen Hand durch die Va-
gina, wa¨hrend die andere Hand die Cervix der Hu¨ndin durch das Abdomen hindurch fixierte
[11, 224]. In den meisten Fa¨llen wurde dieses Verfahren von den Hu¨ndinnen gut toleriert.
Weniger als zehn Prozent mussten seinen Angaben zur Folge leicht sediert werden.
2.4.5 Nach der Besamung
Direkt nach der Besamung der Hu¨ndin stellen die meisten Wissenschaftler die Hu¨ndin fu¨r fu¨nf
bis zwanzig Minuten [197, 150, 101] mit den Hinterbeinen erho¨ht auf. Manche sperren sie auch
in einen extra engen Ka¨fig mit schra¨gem Boden ein, damit sie sich eine Weile nicht bewegen
ko¨nnen, und das Sperma nach cranial fließt [207, 178]. Dieses Vorgehen soll die Wanderung
der Spermien in den Uterus unterstu¨tzen [65, 207, 178] und ein Sammeln derselbigen vor der
Cervix beziehungsweise vor den Uterinho¨rnern bewirken [141, 178]. Da diese U¨berlegungen
nur auf Annahmen beruhen, und Stress fu¨r Mensch und Tier bedeutet, verglich Pinto [178]
das Besamungsergebnis von Hu¨ndinnen, die die u¨blichen zehn Minuten mit den Hinterbeinen
erho¨ht aufgestellt wurden mit Hu¨ndinnen, die nur fu¨r eine Minute schra¨g stehen mussten.
Die Besamung erfolgte mit einer Rinderinfusionspipette und einer Besamungsportion von
200 Millionen motilen Spermien. Wa¨hrend die Gruppe mit zehn Minuten Hinterbeinerho¨hung
eine Tra¨chtigkeitsrate von 86 Prozent und eine durchschnittliche Wurfgro¨ße von 7,89 Welpen
hatte, hatte die Gruppe mit einer Minute Hinterbeinerho¨hung eine Tra¨chtigkeitsrate von 94
Prozent mit derselben Wurfgro¨ße. Pinto schließt daraus, dass die Dauer der Erho¨hung keinen
Einfluss auf die Fertilita¨t nimmt. Begru¨nden kann er dies damit, dass frisches Ejakulat mit
agilen Samenzellen bei einer intravaginalen Besamung nur etwa 25 bis 120 Sekunden beno¨tigt,
um in den Uterus zu gelangen [231, 178].
3 Lernfa¨lle
3.1 Allgemeines
Im Rahmen dieser Doktorarbeit sind zwei Lernfa¨lle entstanden. Diese wurden exemplarisch
erstellt, um die Mo¨glichkeit der Wissensvermittlung mit dem Medium ”Lernfall” zu evaluie-
ren.
3.1.1 Erwartungen an die Lernfa¨lle
Die im Rahmen meiner Doktorarbeit entstandenen Lernfa¨lle sollen, ein gewisses Grundwissen
vorrausgesetzt, den Studenten gyna¨kologisches Wissen vermitteln bzw. ihr bereits erlerntes
Wissen festigen und u¨berpru¨fen. Die Fa¨lle wurden mit Hilfe des CASUS-Programms er-
stellt. Damit soll ein fallorientiertes, multimediales Lernen ermo¨glicht werden. Fa¨lle aus der
ta¨glichen Praxis werden den Studenten durch zahlreiche Photos und Videos besonders an-
schaulich pra¨sentiert. Wa¨hrend der Erarbeitung des jeweiligen Falles steht der Student vor
all den Entscheidungen, die er spa¨ter in der Praxis zu treffen hat. Mit dieser Methode soll
den Studenten Wissen so praxisnah wie mo¨glich vermittelt werden.
3.1.2 Lernfa¨lle im Allgemeinen
Die Lernfa¨lle des CASUS-Programms benutzen eine Form des E-Learnings. E-Learning kann
als Kommunikationshilfe oder als eigensta¨ndiges System zur Wissensvermittlung dienen. Bei
der Verwendung des E-Learnings als Kommunikationsmittel, ko¨nnen sich o¨rtlich getrennte
Personen zu Lerngruppen zusammenschließen, und u¨ber das Medium Internet in Kontakt
stehen. Wird E-Learning zur reinen Wissensvermittlung genutzt, haben die Lernenden nicht
notwendigerweise Kontakt zu anderen Lernenden oder zum Autor. CASUS-Lernfa¨lle be-
schra¨nken sich im Großen und Ganzen auf die reine Wissensvermittlung [205]. Lediglich die
”Protestmailfunktion” ermo¨glicht es den Lernenden, den Autor auf Fehler im Fall aufmerk-
sam zu machen.
Lernfa¨lle stehen als interaktives Lehrmedium neben Vorlesungen und Bu¨chern. Bu¨cher sollen
die Vorlesung erga¨nzen, indem sie den Studenten ein breites Wissen vermitteln.
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Im Gegensatz zu den Bu¨chern haben Lernfa¨lle viele Vorteile. Wa¨hrend Studenten in Bu¨chern
nahezu unendlich viel Informationen bekommen ko¨nnen, filtern Lernfa¨lle das Wissen. Nicht
jeder Student hat von sich aus die Begabung Wichtiges von weniger Wichtigem oder sogar
Unwichtigem zu unterscheiden. Lernfa¨lle stellen, trotz einer sehr umfassenden Wissensver-
mittlung, die wichtigen Lernziele in den Vordergrund. Das geschieht unter anderem, indem
jedes wesentliche Lernziel noch einmal als Frage formuliert wird. Eine solche Strukturie-
rung der Themen soll den Studierenden ein System vermitteln, Wichtiges von Unwichtigem
zu unterscheiden. Das ist fu¨r den beruflichen Alltag unbedingt notwendig [131]. Wie oben
erwa¨hnt, werden in Lernfa¨llen den Lernenden zu jedem Lernziel Fragen gestellt, die es zu
beantworten gilt. Dadurch wird der Lernende dazu angehalten, das soeben Gelernte noch
einmal zu rekapitulieren, was den Lernerfolg nachweislich steigert.
Der Lernende ru¨ckt von der passiven in die aktive Rolle, die von diesem auch gerne an-
genommen wird. Es steigert einerseits die Motivation, sich mit Lernfa¨llen zu bescha¨ftigen,
andererseits besteht das Lernen dadurch nicht nur aus sturem Auswendiglernen [136]. Die
Lernenden mu¨ssen sich mit einem Problem bescha¨ftigen und dieses selbststa¨ndig lo¨sen. Sie
reaktivieren bereits Gelerntes, indem sie sich damit auseinandersetzen. An sich vorhandenes,
aber nicht bewusstes Wissen wird dadurch zu aktiv anwendbarem Wissen [244]. Neben der
Wiederholung und Aktivierung von bereits Erlerntem, wird das Wissen durch ausfu¨hrliche
Antworten, Infotexte und viele Quervernetzungen stark erweitert. Komplizierte Sachverhalte
ko¨nnen durch bildliche Darstellungen wie Photos und Videos zusa¨tzlich vereinfacht werden.
Auch gegenu¨ber reinen Vorlesungen besitzen Lernfa¨lle viele Vorteile. Wa¨hrend eine Vorle-
sung nur in einem Tempo erfolgt, das sich am zu vermittelnden Stoffumfang und dem Lei-
stungsvermo¨gen des Durchschnittsstudenten orientiert, ko¨nnen sich die Studenten bei der
Bearbeitung des Lernfalles beliebig viel Zeit lassen [32]. Außerdem sind sie vo¨llig flexibel,
wann, wo und wie lange sie sich mit einem Lernfall bescha¨ftigen. Das wiederum kann zu
einer Verbesserung des Zeitmanagements des Lernenden beitragen, indem dieser ”Freistun-
den” aktiv nutzt [32, 21]. Eine solche Flexibilita¨t im Zeitmanagement erlaubt den Lernenden
einen individuellen Zeitrhythmus. Es gibt verschiedene ”Lerntypen”, die ihre ”Lernhochs”
zu unterschiedlichen Zeiten haben. Wa¨hrend die meisten Menschen ihr Lernhoch zwischen
9.00 Uhr Vormittags und 13.00 Uhr Mittags haben [125], lernen andere am Abend besonders
gut. Im Gegensatz zu den Vorlesungen, die zu bestimmten Zeiten abgehalten werden, kann
der Student hier seine Zeit vo¨llig frei gestalten [242, 21, 142, 237].
Die Flexibilita¨t bei der Bearbeitung eines Lernfalles betrifft aber nicht nur das Zeitmanage-
ment, sondern auch das Vorwissen des Lernenden. Wa¨hrend fu¨r einen Besuch der Vorlesung
immer ein gewisses Vorwissen vorrausgesetzt wird, hat der Student bei Lernfa¨llen die Gele-
genheit, sich dieses Wissen wa¨hrend der Bearbeitung der Fa¨lle anzueignen. Dies kann durch
zahlreiche Querverweise, oder ein beiliegendes Buch geschehen.
Zudem ko¨nnen Lernfa¨lle die Vorlesung optimal erga¨nzen. Der Lernerfolg ist nachweislich
gro¨ßer, wenn der Vorlesung eine U¨bung folgt. Oft ko¨nnen diese allerdings aus zeitlichen und
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finanziellen Gru¨nden an einer Hochschule nicht durchgefu¨hrt werden. An ihrer Stelle ko¨nnen
Lernfa¨lle stehen, und somit das in den Vorlesungen erworbene Wissen nachhaltig festigen
[165].
Trotz der vielen Vorteile hat die Arbeit mit Lernfa¨llen auch einige Nachteile. Die Lerndis-
ziplin ist nicht bei jedem gleich groß. Lernprogramme jedoch fordern viel Selbstdisziplin
vom Einzelnen. Vorlesungen mit Anwesenheitskontrolle und anschließender Erfolgskontrolle
durch Pru¨fungen u¨ben einen gewissen Zwang auf die Studenten aus, der dazu fu¨hrt, dass sie
die Vorlesungen besuchen, und sich mit dem besprochenen Thema bescha¨ftigen.
Der Mensch lernt am schnellsten, wenn mo¨glichst viele Bereiche seines Gehirns angesprochen
werden. Es ist also sinnvoll, das visuelle und das auditive Zentrum gemeinsam anzusprechen.
Deshalb kann ein Lernfall, der hauptsa¨chlich das visuelle Zentrum beansprucht, die Vorle-
sung, die vor allem das auditive Zentrum anspricht, sehr gut erga¨nzen, aber nicht ersetzen
[34, 166].
Lernfa¨lle sollen dazu dienen, allen Tiermedizinstudenten Wissen zu vermitteln. Jede Hoch-
schule und jeder Lehrstuhl setzt jedoch andere Maßsta¨be. Also ist fu¨r ein erfolgreiches Be-
stehen der Pru¨fungen ein Besuch der Vorlesung unerla¨ßlich.
Ein weiterer Nachteil von Lernfa¨llen ist das Fehlen vom perso¨nlichen Kontakt zum Vortra-
genden oder Tutor. Bei Vorlesungen hat der Student vor, wa¨hrend oder nach der Vorlesung
die Mo¨glichkeit, den Vortragenden direkt mit aufgetretenen Fragen zu konfrontieren. Auf der
anderen Seite kann der Vortragende eventuell entstandenes Fehlwissen in die richtigen Bah-
nen lenken. Beides ist im Lernfall nicht mo¨glich. Trotz oftmals verwendeter Tutorfunktionen
hat der Student keinen perso¨nlichen Ansprechpartner, der ihm ungekla¨rte Fragen beantwor-
ten kann.
Zuletzt fehlt bei der Bearbeitung von Lernfa¨llen jeglicher Sozialkontakt. Hochschulen sind
auch dazu da, soziale Kontakte zu knu¨pfen. Diese sind aus zweierlei Hinsicht von Vorteil. Auf
der einen Seite lernen die Studenten auf Menschen zuzugehen und richtig mit ihnen umzuge-
hen. Auf der anderen Seite haben sie oft die Mo¨glichkeit, fu¨r die Zukunft wichtige Kontakte
zu knu¨pfen, die Ihnen fu¨r die Jobfindung und -durchfu¨hrung von Nutzen sein ko¨nnen.
Lernfa¨lle sind letztlich sicherlich eine sinnvolle Erga¨nzung zu den Vorlesungen. Sie werden
diese jedoch nicht ersetzen ko¨nnen. Da ein Lernfall auch nie jegliches Wissen zu einem The-
ma beinhalten kann, wird man auch in der Zukunft nicht auf Bu¨cher verzichten ko¨nnen.
3.1.3 Der klinische Lernfall
Der klinische Lernfall soll die Studenten optimal auf die Arbeit in einer Klinik oder Praxis
vorbereiten, ihnen klinisches Denken vermitteln und sie optimal auf die Pru¨fungen vorberei-
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ten. Im Studium bekommen die Studenten viel theoretisches Wissen vermittelt und lernen
viel auswendig. Oft geschieht dies ohne wirkliches Versta¨ndnis fu¨r den Zusammenhang. Im
Lernfall sollen die Studenten theoretisch Erlerntes in die Praxis umsetzen. Sie sollen die fu¨r
den entsprechenden Fall wichtigen Dinge aus dem Erlernten herausfiltern und richtig an-
wenden. In jedem einzelnen Fall werden sie vor verschiedene Probleme gestellt. Fu¨r diese
Probleme mu¨ssen Lo¨sungen gefunden werden. Dabei ko¨nnen sie nicht auf auswendiggelernte
Absa¨tze aus dem Lehrbuch zuru¨ckgreifen. Ein grundlegendes Versta¨ndnis fu¨r die Sache ist
notwendig. Sie mu¨ssen das Erlernte sinngema¨ß anwenden und sta¨ndig weiterdenken.
Zu Beginn der meisten klinischen Lernfa¨lle betritt ein Patientenbesitzer mit dem Patienten
den Raum. Nun muss ein Vorbericht erfragt werden. Aus den vielen Informationen, ist es
die Aufgabe des Studenten, das Wichtige vom Unwichtigen zu trennen. Der Student muss
sich mit den richtigen Fragen und Untersuchungen bezogen auf das gyna¨kologische Problem
durch den Fall hangeln, bis er zu einer Diagnose gekommen ist. Dabei soll er lernen, die zur
Verfu¨gung stehenden Diagnostika richtig auszuwa¨hlen und zu benutzen. Nicht jedes diagno-
stische Hilfsmittel ist fu¨r jede Indikation geeignet. Deshalb ist es wichtig zu wissen, wann
mit welchem Diagnostikum ein ausreichender Informationsgewinn erwartet werden kann.
Die Bilder und Videos in den Fa¨llen erho¨hen die Anschaulichkeit und den Lerneffekt. Sie
sind an der richtige Stelle und nicht, wie in manchen vergleichbaren Bu¨chern, drei Seiten
weiter platziert. Auf diesen Bildern und Videos ko¨nnen sowohl sichtbare Symptome, als auch
Diagnose- und Therapietechniken anschaulich dargestellt werden.
Wenn der Student die richtige Diagnose gestellt hat, ist es seine Aufgabe, sich zu u¨berle-
gen, welche Therapiemo¨glichkeiten oder Lo¨sungen es fu¨r das Problem gibt. Diese sollte er
dem Patientenbesitzer auffu¨hren und so erkla¨ren, dass er sich anschließend zusammen mit
dem Besitzer fu¨r eine optimale Therapie oder Lo¨sung entscheiden kann. Es ist wichtig fu¨r
die Studenten, die verschiedenen Mo¨glichkeiten fu¨r Diagnose und Therapie mit ihren Vor-
und Nachteilen zu kennen und verstanden zu haben. Die meisten Besitzer fu¨hlen sich nur
kompetent beraten, wenn sie das Gefu¨hl bekommen, ausreichend Information zu erhalten,
um die Sachverhalte zu verstehen, und in die Entscheidung mit eingebunden wurden.
Letztendlich soll natu¨rlich nicht nur der Besitzer zufriedengestellt werden, sondern auch der
Patient optimal behandelt werden. Dazu ist ein grunlegendes Versta¨ndis fu¨r das entspre-
chende Problem und dessen Lo¨sung unerla¨sslich.
Im klinischen Lernfall werden die Studierenden also mit einem praxisrelevantem Problem
konfrontiert. Sie erlernen ein strukturiertes Vorgehen, um unter Ausschluss sa¨mtlicher ande-
rer Mo¨glichkeiten zur richtigen Diagnose und Therapie oder Lo¨sung zu gelangen.
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3.2 CASUS
Zu den vielen Funktionen und Mo¨glichkeiten, die das CASUS-Programm bietet, wurde in
den vergangenen Jahren bereits viel vero¨ffentlicht (z.B. [205]). Deshalb beschra¨nkt sich die-
ser Teil der Doktorarbeit auf die Teile des CASUS-Programms, die fu¨r die vero¨ffentlichten
Fa¨lle relevant sind.
CASUS besteht aus drei Systemen. Die Kursverwaltung hat Zugriff auf alle drei Systeme,
na¨mlich auf das Kursverwaltungs- und Evaluationssystem, auf das Autorensystem und das
Abspielsystem. Die Autoren haben Zugriff auf das Autoren- und das Abspielsystem. Zusa¨tz-
lich bekommt der Autor die Ergebnisse des Evaluationssystem, um die Fa¨lle auswerten zu
ko¨nnen. Der Lernende bescha¨ftigt sich nur mit dem Abspielsystem.
3.2.1 Autorensystem
Der Autor muss sich zuerst bei der Kursverwaltung anmelden. Sobald er Kenn- und Passwort
hat, kann er auch schon mit der Erstellung seines Lernfalles beginnen. Der Vorteil von CA-
SUS ist, dass man fu¨r die Erstellung eines Lernfalls keine besonderen Computerkenntnisse
beno¨tigt, da das Programm selbsterkla¨rend und einfach zu bedienen ist. Ein Blick auf die
kurze ”Bedienungsanleitung” ist dennoch sehr nu¨tzlich.
Nach der Anmeldung, wird der Autor dazu aufgefordert, einige Daten zum Fall (siehe Ab-
bildung 3.1) anzugeben. Dazu geho¨ren z.B. das Thema des Falles, das Institut, an welchem
er arbeitet, wie lange die Bearbeitung des Falles in etwa dauert,... Außerdem kann er den
Status des Falles angeben. So lange an dem Fall gearbeitet wird, ist er ”in Bearbeitung” und
außer fu¨r den Autor fu¨r niemanden zuga¨ngig. Nach Fertigstellung des Lernfalles kann er zum
Review freigegeben werden. Dort wird der Fall technisch und fachspezifisch korrigiert, um
ein hohes Niveau der Lernfa¨lle von CASUS zu gewa¨hrleisten. Danach wird er fu¨r alle frei-
geschaltet, die den Fall bearbeiten mo¨chten. Selbstversta¨ndlich ko¨nnen aber auch zu diesem
Zeitpunkt noch A¨nderungen/Verbesserungen am Fall vorgenommen werden, was wiederum
dafu¨r sorgen soll, dass die Lernfa¨lle immer nach den neuesten Erkenntnissen u¨berarbeitet
werden ko¨nnen.
Technik 43
Abbildung 3.1: Daten zum Fall
Am Anfang der Erstellung des Lernfalles hat der Autor zwei Mo¨glichkeiten. Er kann zuerst
eine Gliederung seines Lernfalls erstellen und das Inhaltsverzeichnis nach Kapitel und Un-
terkapitel einteilen und diese danach mit den zugeho¨rigen Karten fu¨llen. Er kann aber auch
erst mit den Karten beginnen und sich spa¨ter eine Unterteilung u¨berlegen. Als Karte wird
eine Lerneinheit bezeichnet, die aus einem Infotext, einer Aufgabe, der Antwort, dem Ant-
wortkommentar und dem Multimediateil besteht (siehe Abbildung 3.2). Sobald der Autor
eine Karte erstellt, hat er eine leere Karte mit den angefu¨hrten Bestandteilen vor sich, die
er lediglich fu¨llen muss.
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Abbildung 3.2: leere Karte
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Abbildung 3.3: vollsta¨ndig beschriftete Karte
Im Infotext, in der Aufgabe und im Antwortkommentar kann der Autor einen Text ver-
fassen (siehe Abbildung 3.3). So kann er in den Infotext beispielsweise den Vorbericht, in
der Aufgabe die Frage und in den Antwortkommentar die ausfu¨hrliche Beantwortung der
Frage schreiben. Der Text kann danach im sogenannten Stylemodus gestaltet werden. Der
Stylemodus bietet unter Anderem die Mo¨glichkeit bestimmte Textabschnitte fett, kursiv
oder farbig darzustellen, um die Studenten auf besonders wichtige Teile hinzuweisen. Dane-
ben gibt es die Mo¨glichkeit des Hyperlinks, bei dem bestimmte Begriffe mit Internetseiten
oder Textdateien verknu¨pft werden ko¨nnen. Diese Funktion wurde in den voliegenden Fa¨llen
jedoch genauso wenig genutzt wie die Expertenfunktion. Damit die Studenten sich auf das
Wesentliche konzentrieren, wurden die Antworten ausfu¨hrlich erkla¨rt. Nur in einzelnen Fa¨llen
wurde der Gedanke in einer Kurzinfo weitergefu¨hrt.
Im Antwortfeld dagegen muss sich der Autor zuerst u¨berlegen, welchen Antworttyp er gerne
ha¨tte. Zur Verfu¨gung stehen, wie in Abbildung 3.4 ersichtlich ist, Multiple Choice-, Freitext-
, Reihenfolge-, Lu¨ckentextanworten und viele mehr. In den vorgestellten Lernfa¨llen werden
hauptsa¨chlich Multiple Choice Antworten angeboten, um die Lo¨sungen eindeutig zu gestal-
ten. Fehler durch Rechtschreibfehler oder Synonyme sollen so verhindert werden.
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Abbildung 3.4: Antworttyp
Im Multimediafeld ko¨nnen Bilder, Filme, Grafiken und A¨hnliches heruntergeladen werden.
Das Herunterladen geht einfach und schnell. Allerdings ko¨nnen nur bestimmte Formate und
Gro¨ßen heruntergeladen werden. So sollte ein Bild beispielsweise als .jpg-Datei mit max.
1MB und ein Video als .mpeg- oder .mov-Datei mit max. 10MB gespeichert sein. Neben
jedes Bild kann ein kurzer Text als Erkla¨rung eingefu¨gt werden (siehe Abbildung 3.3). Au-
ßerdem kann jedes Bild direkt in CASUS bearbeitet werden. Die Funktionen dort sind jedoch
sehr begrenzt, weswegen das Bild lieber, falls no¨tig oder gewu¨nscht, vorher in einem spezi-
ellen Bildbearbeitungsprogramm bearbeitet werden sollte.
3.2.2 Abspielsystem
Auf das Abspielsystem hat jeder Zugriff, der den Fall bearbeiten will und sich vorher ange-
meldet hat, sobald der Fall fu¨r alle freigegeben ist. Ausnahme ist, wenn der Fall vom Autor
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nur fu¨r eine bestimmte Gruppe, oder einen Kurs freigegeben ist. Der, der den Fall bearbei-
ten will, findet sich, wie in Abbildung 3.5, gleich nach der Auswahl des Falles auf der ersten
Karte wieder. Die Karten, die der Bearbeitende sieht, werden gerne mit Karteikarten [205]
verglichen. Zuerst sieht der Bearbeitende immer den Infotext, den Multimediateil und die
Frage zusammen mit den Antwortmo¨glichkeiten. Der Infotext fu¨hrt ihn auf die Aufgabe hin.
Hier steht alles, was fu¨r die Beantwortung der Frage notwendig ist. Der Multimediateil dient
entweder der anschaulichen Erkla¨rung der vorherigen Karte, unterstreicht den Infotext oder
wird aktiv in die Fragestellung mit einbezogen.
Abbildung 3.5: Karte mit Vorbericht, die der Bearbeitende sieht
Erst wenn der Bearbeitende die Frage beantwortet hat, kann er auf ”Weiter” klicken. Auf der
na¨chsten Seite taucht dann in diesem Fall ein meist recht ausfu¨hrlicher Antwortkommentar
inklusive einiger notwendiger zusa¨tzlicher Erla¨uterungen auf. Klickt der Bearbeitende dann
erneut auf ”Weiter”, gelangt er zur na¨chsten Karte. Im Verlauf des Falles wird der Bear-
beitende dazu gezwungen eine Karte nach der anderen zu bearbeiten. Er kann keine Karte
u¨berspringen. Hat er allerdings zur Beantwortung der na¨chsten Frage erforderliche Infor-
mationen vergessen, kann er, wie in Abbildung 3.6 aufgezeigt, jederzeit auf jede beliebige
bereits bearbeitete Karte zuru¨ckgreifen und noch einmal nachlesen. Jeder Karte ist deshalb
eine mo¨glichst aussagekra¨ftige U¨berschrift zugeordnet, damit der Bearbeitende leicht die
richtige Karte auswa¨hlen kann.
Zusa¨tzlich hat der Student die Mo¨glichkeit, eine sogenannte ”Protestmail” zu verschicken.
Das entspricht einer Korrekturfunktion. In dieser Nachricht kann er die Karte im Allgemei-
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nen, aber auch durch das Hinzufu¨gen eines Kommentars im Speziellen kommentieren bzw.
kritisieren. Es ist die einzige Mo¨glichkeit fu¨r den Studenten, mit dem Autor in Verbindung
zu treten.
Abbildung 3.6: Hier kann jede bereits bearbeitete Karte ausgewa¨hlt werden
Nach der letzten Karte gelangt der Bearbeitende mit dem na¨chsten Klick auf ”Weiter” zu
der Zusammenfassung der Fallsitzung. Auf dieser Seite wird die Prozentzahl der richtigen
Antworten fu¨r jede Frage aufgelistet (siehe Abbildung 3.7).
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Abbildung 3.7: Ergebnis der Bearbeitung des Falles
U¨ber den einzelnen Karten steht der insgesamt erreichte Prozentsatz richtig beantworteter
Fragen (siehe Abbildung 3.7). Daru¨ber wiederum findet der Bearbeitende eine Auswahl, wie
er fortfahren mo¨chte. Er kann, wie in Abbildung 3.7 zu sehen ist, das Programm komplett
beenden, den Vorgang abbrechen, dann gelangt er wieder zuru¨ck zum Fall, oder er wa¨hlt die
Fallauswahl. Dort kann er entweder den na¨chsten Fall zur Bearbeitung auswa¨hlen, oder den
bereits bearbeiteten Fall evaluieren (siehe Abbildung 3.8).
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Abbildung 3.8: Fallauswahl
Idealerweise wird nach jeder Bearbeitung eines Lernfalles der Fall evaluiert. Anhand eines
Fragebogens soll der tatsa¨chliche technische und fachliche Anspruch der Lernfa¨lle beurteilt
werden. Außerdem wird erfragt, ob der Lernfall bei den Studenten ankommt. Mit Fragen
wie: ”Hat Ihnen der Fall Spass gemacht?” oder ”War der Fall in seiner Gesamtdarstellung
anschaulich?” soll diskutiert werden, ob die Erstellung von Lernfa¨llen auf diese Art und
Weise Sinn macht.
3.2.3 Kursverwaltungs- und Evaluationssystem
Das Kursverwaltungs- und Evaluationssystem ist dem Autor nur zu einem Teil zuga¨nglich.
Der Autor kann die gesamte Kursverwaltung und Evaluation beeinflussen. Er muss sich da-
bei jedoch immer mit der Kursverwaltung absprechen, denn allein die Kursverwaltung hat
die Mo¨glichkeit, Kurse zu erstellen, Laufzeiten zu vergeben und zu verla¨ngern, Zuga¨nge zu
verteilen, usw. Wenn es irgendwie mo¨glich ist, versucht die Kurzverwaltung dabei auf die
Wu¨nsche des Autors einzugehen. Zu Beginn des Kurses, kann der Autor seine Wu¨nsche, was
die Anzahl der Kursmitglieder und die Dauer des Kurses angeht, a¨ußern. Wenn es mo¨glich
ist, werden diese Wu¨nsche beru¨cksichtigt. Außerdem kann der Autor bei der Erstellung des
Fragebogens mitwirken. Das ist auch in diesem Fall geschehen. Sollte der Autor bezu¨glich
des Fragebogens keine bestimmten Wu¨nsche haben, so erscheint ein von der Kursverwaltung
erstellter Fragebogen am Ende jedes Lernfalles. Von mir wurde der angebotenen Fragebogen
noch etwas erga¨nzt. Es hat mich zum Beispiel interessiert, in welchem Semester sich die Stu-
denten befinden. Damit konnte ich herausfinden, in welchem Semester ein fu¨r die Bearbeitung
der Lernfa¨lle notwendiges Vorwissen vorhanden ist, und ob es vom Vorwissen abha¨ngt, in
wie weit die Lernfa¨lle von den Studenten gerne angenommen werden. Der Fragebogen wird
im Evaluierungsteil noch einmal ausfu¨hrlich besprochen. Deshalb sollen diese Informationen
vorerst genu¨gen. Die bearbeiteten Fragebo¨gen ko¨nnen vom Autor eingesehen werden. Damit
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kann er feststellen, wie die Studenten die Lernfa¨lle einscha¨tzen, ob sie ihn schwer oder leicht
fanden, und ob ihnen die Bearbeitung Freude bereitet hat. Zusa¨tzlich bekommt der Autor auf
Wunsch die Ergebnisse der Bearbeitungen mitgeteilt. Mit Hilfe derer kann er herausfinden,
ob das Anforderungsniveau in etwa mit dem Wissensstand der Studenten u¨bereinstimmt.
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3.3 Zwei Lernfa¨lle u¨ber die Ku¨nstliche Besamung beim
Hund
Das Thema: ”Ku¨nstliche Besamung beim Hund” wird fu¨r die Lernfa¨lle in zwei Teile unter-
teilt. Eine Trennung in zwei Teile war unumga¨nglich, nachdem das Thema im Detail bespro-
chen werden sollte, ohne den Rahmen eines Falles zu sprengen. Der erste Teil bescha¨ftigt sich
mit dem Ru¨den und beschreibt die Spermagewinnung, -untersuchung und -kryokonservierung.
Der zweite Fall betrachtet den Part der Hu¨ndin. In diesem werden der Zyklus der Hu¨ndin,
die Verwendungsmo¨glichkeiten der verschiedenen Methoden der Spermakonservierung mit
ihren Vor- und Nachteilen, sowie die unterschiedlichen Techniken der ku¨nstlichen Besamung
erla¨utert. In beiden Fa¨llen soll der Alltag in einer gyna¨kologischen Tierklinik mo¨glichst reali-
stisch dargestellt werden. Die Studenten sollen Schritt fu¨r Schritt die Entscheidungen treffen,
mit denen ein Tierarzt tagta¨glich in seiner Praxis konfrontiert wird.
3.3.1 Spermagewinnung und Konservierung
Der erste Lernfall bescha¨ftigt sich mit der Spermagewinnung und -konservierung. Im Folgen-
den werden die wichtigsten Lernziele, die bei der Bearbeitung des Lernfalles erreicht werden
sollen, dargestellt.
Der Lernfall kann in vier Teile unterteilt werden. Dabei bescha¨ftigt sich der erste Teil (Kar-
ten 1 und 2) mit der Anamnese und der grundlegenden Diagnostik. Der zweite Teil (Karten
2-11) umfasst sa¨mtliche weiterfu¨hrende Techniken der Diagnostik, wa¨hrend im dritten Teil
(Karten 12-18) die Lo¨sungsansa¨tze der Probleme im Vordergrund stehen. Der vierte Teil
(Karte 19 und 20) setzt sich aus einem kurzen Exkurs mit zusa¨tzlicher Information und der
letztendlichen Erfolgskontrolle zusammen.
Das Lernziel im ersten Teil des Falles besteht aus Anamneseerhebung (Karte 1-Vorbericht)
und grundlegender Diagnostik (Karte 2-Infotext). Der Student soll lernen, im anfa¨nglichen
Gespra¨ch mit dem Besitzer die wichtigsten Informationen zu erfragen und sich daraus erge-
bende Probleme zu erkennen. In diesem Fall ist vor allem zu beachten, dass es sich um einen
alternden Hund handelt, von dem Sperma gewonnen werden soll. Damit wird die Wahrschein-
lichkeit der Beeintra¨chtigung der Sexualfunktion durch Hoden- oder Prostatavera¨nderungen
oder auch durch ein beeintra¨chtigtes Allgemeinbefinden gro¨ßer. Die Allgemeinuntersuchung
und die andrologische Untersuchung dienen dazu, sich ein Bild u¨ber den Patienten zu ma-
chen, wodurch solche Probleme erkannt oder ausgeschlossen werden ko¨nnen. Dem Studenten
soll gezeigt werden, dass diese Untersuchungen fu¨r eine Problemlo¨sung unumga¨nglich sind.
Im zweiten Teil besteht das Lernziel darin, die weiterfu¨hrenden Techniken der Diagnostik an-
zuwenden und die Interpretation der Ergebnisse richtig vorzunehmen. Neben diesem grundle-
genden Lernziel werden drei weitere Ziele verfolgt. Der Student soll wissen, dass eine funktio-
nierende Libido die wichtigste Voraussetzung fu¨r eine Spermagewinnung ist. Deshalb sollte
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der Student auch die Voraussetzungen (Karte 2) fu¨r eine funktionierende Libido (Gesund-
heit, Testosteron), deren Untersuchung (Karte 3 und 5 - Paarungsreflexkette) und eventuelle
Sto¨rfaktoren (Karte 4 - a¨ußere und innere Faktoren) kennen. In der Karte 6 und 7 lernen
die Studenten, die wichtigsten anatomischen und funktionellen Besonderheiten des Ru¨den
(besondere anatomische Einheit - Bulbus penis, fraktionierte Spermagewinnung) und ihre Be-
deutung fu¨r den Ablauf der Spermagewinnung kennen (Karte 8). Der dritte Teil bescha¨ftigt
sich mit der Spermauntersuchung. Lernziel ist es, sa¨mtliche Untersuchungsmethoden (z.B.
LM, FM, CASA- Systeme) mit ihren Mo¨glichkeiten zu kennen und zu wissen, wann welches
diagnostische Instrument eingesetzt werden soll (Karte 9 und 10). Voraussetzung fu¨r die
Beurteilung der Ergebnisse ist die Kenntnis der Normwerte, die in Karte 11 Thema sind.
Mit dem zweiten Teil ist die Diagnostik abgeschlossen. Der dritte Teil dient dazu, Lo¨sungs-
ansa¨tze fu¨r die formulierten Probleme zu finden. Lernziel ist, die mit der vorherigen Dia-
gnostik dargestellten Fakten zu ordnen und damit eine Problemlo¨sung zu erstellen. Um das
Sperma nach langer Zeit noch nutzen zu ko¨nnen, kann es kryokonserviert werden. Die Stu-
denten sollen deshalb lernen, wie Sperma kryokonserviert werden kann. Wichtig ist dabei
die Kenntnis u¨ber eine schonende Einfriermethode (Karte 13-15 und 18) und den entspre-
chenden Verdu¨nner (Karte 12) sowie die Bedeutung des Kryoprotektivums Glyzerin (Karte
17), das die Spermien vor den scha¨digenden Effekten des Einfrierens (Karte 16) schu¨tzen soll.
Im vierten Teil soll den Studenten die Notwendigkeit einer Erfolgskontrolle (Karte 20) nahe
gebracht werden. Zusa¨tzlich soll dieser Teil dazu dienen, die Studenten auf hygienische und
rechtliche Probleme hinzuweisen, die sich aus einer langfristigen Spermakonservierung und
dem Transport u¨ber La¨ndergrenzen ergeben ko¨nnen (Karte 19).
3.3.2 Intrauterinbesamung mit kryokonserviertem Sperma
Im zweiten Lernfall geht es um die Durchfu¨hrung einer Ku¨nstlichen Besamung.
Auch dieser Fall la¨sst sich in vier Teile unterteilen. Wa¨hrend sich der erste Teil (Karte 1) mit
dem Vorbericht und der Erkennung des Hauptproblems bescha¨ftigt, widmet sich der zweite
Teil (Karte 2-10) ganz den verschiedenen diagnostischen Techniken, die, Schritt fu¨r Schritt
angewandt, der Problemlo¨sung dienen. Mit Hilfe der verschiedenen Ergebnisse, die sich aus
dem zweiten Teil ergeben, kann im dritten Teil (Karte 11-15) die Ku¨nstlichen Besamung
sinnvoll durchgefu¨hrt werden. Hier soll der Student die verschiedenen Techniken der Insemi-
nation erlernen. Der vierte Teil (Karte 16-18) dient wie im ersten Fall der Erfolgskontrolle
der Lo¨sungsansa¨tze.
Das Lernziel des ersten Teils (Karte 1) ist, nach der Vorstellung des Patienten (eine Zuchthu¨ndin)
und dem Vorbericht des Besitzers, die eigentliche Fragestellung heraus zu finden, die in den
weiteren Teilen aufgearbeitet werden soll (Anamnese - Hu¨ndin in Deutschland soll mit Ru¨den
aus Spanien gedeckt werden).
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Im zweiten Teil (Diagnostikteil) geht es zuerst um die Fragestellung, wie eine solche Paarung
ermo¨glicht werden kann (Karte 2). Der Student soll u¨ber die Mo¨glichkeiten der Spermakon-
servierung (Karte 3 und 4) mit ihren Vor- und Nachteilen Bescheid wissen. Nachdem geku¨hl-
tes und kryokonserviertes Sperma zur Auswahl stehen, sollen die Studenten eine Lo¨sung fu¨r
die Terminproblematik (Karte 5) finden, die sich bei der Verwendung von geku¨hltem Sper-
ma ergeben wu¨rde. Bei der Bearbeitung dieser zwei Karten lernen die Studenten, wie eine
La¨ufigkeitsinduktion (Karte 6) funktioniert, und welche Risiken sich dabei ergeben. Um ei-
ne Ku¨nstliche Besamung mit tiefgefrorenem Sperma im spontanem Zyklus durchfu¨hren zu
ko¨nnen, ist eine gute Kenntnis des Zyklus der Hu¨ndin (Karte 7-10) erforderlich. Deshalb
wird hier die gyna¨kologische Untersuchung (Karte 8) behandelt, um die wichtigen Sympto-
me der verschiedenen Zyklusstadien zu erkennen. Da das Erkennen des O¨strus allein fu¨r
eine erfolgreiche Ku¨nstliche Besamung nicht ausreicht, werden zusa¨tzlich die Methoden der
Ovulationskontrolle (Karte 12) behandelt. Lernziel ist die Kenntnis der speziellen Unter-
suchungsmethoden zur Besamungszeitpunktbestimmung (vaginale Untersuchung, Schleim-
hautabstrich, Progesteronkurve) (Karte 11), und deren exakte Auswertung.
Im dritten Teil geht es um die Durchfu¨hrung der Ku¨nstlichen Besamung. Die Studenten sollen
die verschiedenen Techniken (Karte 13/14 - Techniken der intrauterinen und intravaginalen
Besamung) kennen und wissen, welche Voraussetzungen fu¨r eine erfolgreiche Besamung ge-
geben sein mu¨ssen (Karte 15 - z.B. intravaginale Besamung am besten nur mit frischem
Sperma,...).
Zum Schluss steht wieder die Erfolgskontrolle. Als Lernziel soll erreicht werden, dass die
verschiedenen Untersuchungen zur Tra¨chtigkeitsdiagnose benannt (Karte 16-18:Ultraschall,
Ro¨ntgen, Relaxinkontrolle, Palpation,...) und angewendet werden ko¨nnen.
4 Evaluierung
4.1 Ziel der Evaluierung
Ziel der Evaluierung war es, den Sinn von Lernfa¨llen allgemein und insbesondere der beiden
erarbeiteten Lernfa¨lle, zu untersuchen. Auf der einen Seite sollten die Studenten Interesse an
den Lernfa¨llen haben. Dazu war es notwendig, dass Sie einen Sinn in der Bearbeitung sehen
(Lernerfolg, optimale Pru¨fungsvorbereitung, Vorbereitung auf die Praxis mit realistischen
Fallbeispielen) und dass ihnen die Bearbeitung Freude bereitet. Auf der anderen Seite sollte
der erwu¨nschte Lerneffekt erzielt werden.
Die Evaluierung erfolgte mit Hilfe eines Fragebogens (siehe Abschnitt 4.2). Dieser Fragebo-
gen erschien nach jedem bearbeiteten Fall und sollte von den Studenten, die den jeweiligen
Lernfall bearbeitet haben, ausgefu¨llt werden.
Die Angabe des Fachsemesters sollte Ru¨ckschlu¨sse darauf zulassen, welches Vorwissen fu¨r ei-
ne Bearbeitung der Fa¨lle notwendig ist. Vor allem Studenten im klinischen Semester, die kurz
vor der Pru¨fung stehen, sollen weder unter- noch u¨berfordert werden. Idealerweise sollten
jedoch auch fru¨here Semester die Lernfa¨lle, als Eigenpru¨fung und/oder Lehrmedium nutzen
ko¨nnen, ohne wegen U¨berforderung abbrechen zu mu¨ssen. Zusa¨tzlich sollen Lernfa¨lle auch
Absolventen und jungen Praktikern als gute Wiederholung von bereits Gelerntem mit Hilfe
von konkreten Fallbeispielen dienen.
Die Frage nach der Anzahl der bearbeitenden Personen war fu¨r die Auswertung wichtig, um
festzustellen, ob Studenten in der Gruppe solche Lernfa¨lle bearbeiten, und welchen Erfolg
sie damit erzielen.
Der zweite Teil bezog sich auf die Bearbeitung eines Lernfalls im Allgemeinen. Die Arbeit mit
den Lernfa¨llen soll den Studenten Freude machen, damit ihr Interesse fu¨r weitere Lernfa¨lle
gesteigert wird. Sie sollen aber auch einen ausreichenden Lernerfolg sehen, um die Lernfa¨lle
optimal in die Pru¨fungsvorbereitungen als Lehrmedium oder Leistungskontrolle mit einbe-
ziehen zu ko¨nnen.
Der dritte Teil ging genauer auf den jeweiligen Lernfall ein. Jeder Lernfall fu¨r sich soll fu¨r
die Studenten versta¨ndlich sein und in seiner Gesamtdarstellung einladend sein. Eine anspre-
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chende Darstellung und gut strukturierte Gliederung wecken das Interesse der Studenten und
erleichtern das Lernen. Mit Hilfe von Bildern ko¨nnen komplizierte Sachverhalte vereinfacht
werden.
Im vierten Teil wurde die Technik des Programms behandelt. Die Computerkenntnisse eines
durchschnittlichen Tiermedizinstudenten mu¨ssen fu¨r die Bearbeitung des Studenten ausrei-
chen. Zusa¨tzlich muss das Programm auch einwandfrei ablaufen. Funktioniert ein Programm
nicht, sinkt die Freude an der Bearbeitung eines Lernfalls betra¨chtlich und die Konzentration
la¨sst nach.
Der letzte Teil sollte daru¨ber Aufschluss geben, fu¨r welche Semester der jeweilige Lernfall
geeignet ist, ohne die Studenten zu unter- oder u¨berfordern. Die Studenten sollten hier selbst
den Schwierigkeitsgrad des jeweiligen Falles einstufen.
Im Feld fu¨r Kommentare konnten Dinge angesprochen werden, die eventuell vom Fragebogen
nicht erfasst werden.
4.2 Fragebogen
Der Fragebogen sollte dazu dienen, die Ziele der Evaluierung zu erreichen. Im Folgenden
wird der Fragebogen abgebildet.
Abbildung 4.1: FragebogenI
Evaluierung 57
4.3 Durchfu¨hrung der Evaluierung
Ziel war es, fu¨r jeden Fall mindestens 50 ausgefu¨llte Fragebo¨gen zu bekommen, die dann
ausgewertet werden ko¨nnen. Die Studierenden mussten dazu eine Zugangsberechtigung er-
halten, die von der Kursverwaltung eingerichtet worden war. U¨ber den jeweiligen Zugang
konnten die Studenten auf beide Lernfa¨lle ”Spermagewinnung und Spermakonservierung”
und ”Ku¨nstliche Besamung” zugreifen.
Um mo¨glichst viele Studenten zu erreichen, wurden die Studenten auf mehreren Wegen an-
gesprochen. U¨ber die Fachschaft wurden Email-Adressen der in Frage kommenden Semester
erfragt. Diese Email-Adressen konnten dann angeschrieben werden.Die Mails erhielten alle
Informationen zu Lernfa¨llen im Allgemeinen, die beiden Fa¨lle im Speziellen, und wie die
Studenten einen Zugang erhalten ko¨nnen. Dieselbe Information konnten die Studenten an
mehreren Ausha¨ngen erhalten. Zusa¨tzlich wurden Kurse im Rahmen der klinischen Rotation
dazu genutzt, die Studenten auf die Lernfa¨lle aufmerksam zu machen.
4.4 Auswertung
Die Lernfa¨lle waren fu¨r die Studenten etwa ein halbes Jahr zur Bearbeitung und Evaluierung
zuga¨nglich. In dieser Zeit wurden fu¨r den 1. Fall ”Spermagewinnung und Spermakonservie-
rung” 69 Fragebo¨gen, fu¨r den 2. Fall ”Ku¨nstliche Besamung” 72 Fragebo¨gen ausgefu¨llt. Die
ausgefu¨llten Fragebo¨gen kamen sowohl von Studenten, die auf die Nachricht u¨ber den Email-
verteiler reagiert haben, als auch von Studenten der klinischen Rotation.
Die meisten der Studenten, die die Fa¨lle bearbeiten haben, haben auch die Fragebo¨gen be-
arbeitet. Einige Studenten haben einzelne Fragen nicht beantwortet. Die genaue Anzahl
derer, die den Fall bearbeitet haben, den Fragebogen jedoch nicht ausgefu¨llt haben, la¨sst
sich nicht genau ermitteln, weil die Ergebnisse der Fragebo¨gen keinem Zugang zugeordnet
werden ko¨nnen, um die Anonymita¨t der Studenten zu gewa¨hrleisten. Bis auf eine Gruppe
wurden die Fa¨lle ausschließlich von Einzelpersonen bearbeitet.
Zuga¨nge zu den Lernfa¨llen wurden unter allen Studenten der klinischen Semesters verteilt,
letztendlich wurden die Fa¨lle aber hauptsa¨chlich von den Semestern acht bis zehn bearbeitet.
In acht Fa¨llen wurden die Lernfa¨lle durch Studenten der fru¨hen klinischen Semester fu¨nf bis
sieben bearbeitet.
4.4.1 Allgemeine Beurteilung des Lernfalles als Lehrmedium
Dieser Teil der Fragebogens bezieht sich allgemein auf die Bearbeitung und den Nutzen von
Lernfa¨llen. Hier soll sich zeigen, ob die Studenten gerne Lernfa¨lle bearbeiten und ob sie diese
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Art des E-Learnings als gute Erga¨nzung zu den bisher verwendeten Lehrmedien (Vorlesung,
Skripten, Bu¨cher) sehen.
Abbildung 4.2: Freude
Die Frage, ob die Bearbeitung des Lernfalles Spass gemacht hat (Abbildung 4.2) wurde von
u¨ber 50 Prozent der Studenten eindeutig positiv beantwortet. Dabei ist die Verteilung der
Bewertungen bei den beiden Fa¨llen sehr a¨hnlich. Lediglich ein einzelner Student hatte keine
Freude an der Arbeit mit Lernfa¨llen.
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Abbildung 4.3: Zusammenhang
Bei der Frage, ob die Studenten nach der Bearbeitung der Lernfa¨lle die Zusammenha¨nge der
Thematik besser verstehen, ergab sich ein eindeutig positives Bild (Abbildung 4.3). Auch hier
war die Beurteilung bei beiden Fa¨llen a¨hnlich. Mehr als 70 Prozent der Studenten meinten,
nach der Bearbeitung der Fa¨lle die Zusammenha¨nge besser zu verstehen als vorher. Etwa
ein Viertel der Studenten entschied sich hier fu¨r eine neutrale Bewertung. Eventuell waren
dies Studenten mit einem sehr guten Vorwissen, die durch die Bearbeitung des Lernfalles
keine zusa¨tzlichen Informationen erhielten. Eine negative Bewertung wurde nur in einem Fall
abgegeben.
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Abbildung 4.4: Aufzeigung von Lu¨cken
In den beiden Lernfa¨llen sollte ein klinisches Thema mo¨glichst umfassend und vollsta¨ndig
behandelt werden, um dieses Lernmedium auch bei der Pru¨fungsvorbereitung einsetzen zu
ko¨nnen. Aus Abbildung 4.4 wird ersichtlich, dass 70 bzw. 63 Prozent der Studenten meinten,
dass ihnen die Lernfa¨lle sehr viele Wissenslu¨cken aufgezeigt haben.
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Abbildung 4.5: Erga¨nzung
Bei der Frage, ob bei der Bearbeitung der Lernfa¨lle eine Synergie mit den Informationen
der Vorlesung bestand, wurden ebenfalls vorwiegend positive Urteile abgegeben (Abbildung
4.5). Allerdings muss dabei beru¨cksichtigt werden, dass nicht bekannt ist, ob die Teilnehmer
dieser Evaluierung die Vorlesung auch besucht hatten.
Abbildung 4.6: weitere Lernfa¨lle?
Die positive Rezeption der Lernfa¨lle durch die Studierenden zeigt sich nochmals bei der
Frage nach der Bereitschaft (Abbildung 4.6), weitere Lernfa¨lle zu bearbeiten. Nur ein bzw.
2 Studierende gaben an, an weiteren Lernfa¨llen nicht interessiert zu sein.
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4.4.2 Beurteilung der fachlichen und didaktischen Aspekte der
Lernfa¨lle
Obwohl die allgemeine Rezeption des Lernmediums CASUS-Lernfall sich wahrscheinlich mit
der Beurteilung des einzelnen Lernfalls u¨berschneidet, wurde doch versucht, die Meinung der
Benutzer u¨ber die allgemeine fachliche und didaktische Qualita¨t der pra¨sentierten Lernfa¨lle
zu erfragen.
Abbildung 4.7: Strukturierung
U¨ber 90 Prozent der Studenten waren der Ansicht, dass die Lernfa¨lle sehr gut oder gut
strukturiert waren (Abbildung 4.7).
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Abbildung 4.8: Stoffumfang
Bei der Frage nach dem Stoffumfang jeden Falles ergab sich ein breiteres Meinungsbild. Etwa
zwei Drittel der Studenten (Abbildung 4.8) beurteilen den Stoffumfang als angemessen. 15
Prozent bewerteten neutral, aber etwa 15 Prozent der Studenten fanden den Stoffumfang
zu hoch. Theoretisch ko¨nnte jedes der beiden Themen noch einmal in zwei oder sogar drei
Lernfa¨lle unterteilt werden. Zum einen wu¨rde jedoch mit einer derartigen Zersplitterung des
gesamten Themengebietes eventuell der Zusammenhang der einzelnen Teilgebiete verloren
gehen. Zum anderen wu¨rden einige Studenten sicher nicht alle vier bis sechs Lernfa¨lle be-
arbeiten, wodurch ihnen dann ein Teil der Thematik fehlt. Die andere Mo¨glichkeit ist, dass
den Studenten der Informationsgehalt der Fa¨lle zu hoch ist. Diese Tatsache ko¨nnte mit der
Konzentration auf das absolut Wesentliche und zahlreichen Querverweisen auf Webseiten
oder Textstellen in Bu¨chern umgangen werden.
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Abbildung 4.9: Anschaulichkeit
Bei den Lernfa¨llen wurde versucht, mo¨glichst jede Information mit Skizzen, Bildern und Vi-
deos zu untermalen. Die Fa¨lle sollten so anschaulich wie mo¨glich sein, um den Studenten das
Versta¨ndnis und den langfristigen Lernerfolg zu erleichtern. Wie das Ergebnis zeigt (Abbil-
dung 4.9), wurde damit die Gesamtdarstellung fu¨r die Studenten besonders ansprechend.
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Abbildung 4.10: Erla¨uterungen
Mit den Erla¨uterungen waren die Studenten sehr zufrieden. Abbildung 4.10 zeigt, dass 90
Prozent der Studenten die Erla¨uterungen versta¨ndlich und ausreichend fanden. Das Ziel,
dass die Lernfa¨lle nicht nur zur Wissenu¨berpru¨fung, sondern als Lehrmedium dienen soll,
wurde somit erfu¨llt. Vergleicht man dieses Ergebnis zusa¨tzlich mit dem Ergebnis, welches die
Frage zum Stoffumfang der Lernfa¨lle betrifft, so wird trotz einiger kritischer Beurteilungen
ersichtlich, dass die gewa¨hlte Ausfu¨hrlichkeit der Lernfa¨lle ein gutes Versta¨ndnis erzielt.
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Abbildung 4.11: Anforderungsniveau
Bei der Frage nach dem Anforderungsniveau ergab sich wiederum ein breites Meinungsbild.
Nur etwas mehr als die Ha¨lfte der Studenten fand das Anforderungsniveau angemessen (sie-
he Abbildung 4.11). Eventuell wurden diese Lernfa¨lle eher zur Wissensvermittlung als zur
Wissenu¨berpru¨fung, z.B. kurz vor der Pru¨fung, bearbeitet.
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4.4.3 Bedienbarkeit des Programms
In diesem Teil der Evaluierung sollte die Technik und die Bedienbarkeit des CASUS-Programms
beurteilt werden. Das Programm soll funktionieren und auch ohne Vorwissen leicht zu be-
dienen sein.
Abbildung 4.12: Bedienbarkeit
In Abbildung 4.12 wird ersichtlich, dass zwei Drittel der Studenten sehr zufrieden mit der
Bedienbarkeit von CASUS waren. Nur ein bzw. zwei Studenten hatten Probleme mit der
Ausfu¨hrung des Programms. CASUS scheint somit fu¨r alle Studenten geeignet zu sein.
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Abbildung 4.13: Durchla¨ufigkeit
In den allermeisten Fa¨llen ist das Programm auf den jeweiligen PCs problemlos gelaufen.
Nur ein paar wenige Studenten (siehe Abbildung 4.13) gaben hier Probleme im technischen
Ablauf an. Da das Programm online durchgefu¨hrt wird, kann dies auch an einer schlechten
oder langsamen Internetverbindung liegen. Eine schlechte oder langsame Internetverbindung
kann dazu fu¨hren, dass die Erstellung einer Seite sehr lange dauert, oder das Programm
komplett abbricht.
4.5 Fazit
Insgesamt waren die Studenten, die die Fa¨lle bearbeitet haben, sehr von dieser Art des E-
Learnings angetan. Laut ihren Beurteilungen erfu¨llen die Fa¨lle ihren Sinn als Lehrmedium
neben den Vorlesungen und Bu¨chern. Sie ko¨nnen zur Selbstkontrolle und zur Vorbereitung
auf die Pru¨fungen genutzt werden. Sie motivieren die Studenten zum Lernen, weil sie Freude
bei der Bearbeitung haben, die Gesamtdarstellung anschaulich gestaltet ist, und das Pro-
gramm einfach zu bedienen ist. Die positive Rezeption durch die Studenten la¨sst sich auch
daran erkennen, dass die Mo¨glichkeit zur Ru¨ckkopplung (”Protestfunktion”, Kommentar-
feld) ha¨ufig genutzt wurde.
5 Diskussion
Der Vorgang der Ku¨nstliche Besamung setzt sich aus mehreren Einzelschritten zusammen,
wobei letztendlich fu¨r den Erfolg dieser Technik eine ausreichende Effizienz in allen Bereichen
gegeben sein muss. Zudem mu¨ssen organisatorische Voraussetzungen auf der Zu¨chterseite ge-
geben sein, die letztendlich die Einsatzmo¨glichkeiten der KB wesentlich beeinflussen. Beim
Hund ist die Ausfu¨hrbarkeit der KB in technischer Hinsicht in den meisten Bereichen zu-
mindest soweit gegeben, dass sie zum praktischen Einsatz in der Zucht angeboten werden
kann.
Erstes Glied in der langen Kette von Einzelschritten ist die Spermagewinnung beim Ru¨den.
Zwar wurden in den vergangenen 50 Jahren mehrere Verfahren dafu¨r entwickelt, beim Hund
hat sich aber nur die manuelle Spermagewinnung durchgesetzt. Wichtigste Voraussetzungen
dabei sind die Libido des Ru¨den und die Mo¨glichkeit zu einer ada¨quaten Stimulierung mittels
la¨ufiger Hu¨ndin [121, 86]. Die Vorraussetzungen ko¨nnen in der Praxis nicht immer optimal
gelo¨st werden, weshalb dies nach wie vor einen der Problembereiche der KB beim Hund
darstellt. Fu¨r den Einsatz der KB bei der Erhaltung bedrohter Rassen oder von Wildtieren
stellt die epididymale Spermagewinnung eine Alternative dar [180].
Problematisch ist hier die Kurzlebigkeit des Spermas, die oft zu schlechten Tra¨chtigkeitsraten
fu¨hrt [180]. Fu¨r die Spermauntersuchung stehen relativ einfach durchzufu¨hrende, konventio-
nelle Verfahren sehr aufwendigen, neueren Techniken gegenu¨ber.
Die Spermabeurteilung mittels Lichtmikroskopie ist eine ausgereifte Untersuchungstechnik,
mit dem sich der Untersucher schnell ein Bild u¨ber die Qualita¨t des Spermas machen kann.
Sie ist fu¨r den Praxisalltag sehr gut geeignet. Fu¨r eine wissenschaftliche Bearbeitung stellt die
Subjektivita¨t der Ergebnisse, die sich in der individuellen Beurteilung der einzelnen Unter-
sucher begru¨nden la¨sst, ein Problem dar. Auch die Vergleichbarkeit der Ergebnisse zwischen
verschiedenen Laboren ist nur bedingt gegeben; dies ist insbesondere beim Spermaversand
von Bedeutung [202, 173].
Das Problem der Subjektivita¨t kann mit anderen, objektiveren Techniken wie der Fluores-
zenzmikroskopie und der Computer assistierten Spermaanalyse, gelo¨st werden, die allerdings
wegen ihres technischen Aufwandes in der Praxis nicht eingesetzt werden ko¨nnen. Fu¨r die
Fluoreszenzmikroskopie wurden bereits einige Fa¨rbungen wie z.B. CFDA (Carboxyfluore-
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scein Diacetat) und SYBR-14 zur Beurteilung der Membranintegrita¨t oder PI (Propidium
Jodid) fu¨r die Abgrenzung toter Zellen, entwickelt, die eine objektive Beurteilung einzel-
ner Parameter ermo¨glichen [190]. Einige Autoren benutzen auch Doppel- [190, 167], und
Triplefa¨rbungen [168], die eine geichzeitige Bestimmung mehrerer Parameter erlauben. Die
Durchflußzytometrie bietet im Gegensatz zur Lichtmikroskopie daru¨ber hinaus die Mo¨glich-
keit, in sehr kurzer Zeit eine sehr hohe Anzahl mit Fluoreszenzfarbstoffen gefa¨rbter Zellen zu
untersuchen [167, 170]. Mit Hilfe der Fluoreszenzmikroskopie ko¨nnen die Samenzellen somit
objektiv, wiederhol- und vergleichbar auf Vitalita¨tsparameter wie der Membranintegrita¨t
oder der Akrosomenreaktion untersucht werden [190, 167].
Die Computer-assistierte Spermaanalyse (CASA) beurteilt eine hohe Anzahl an Samenzel-
len objektiv u¨ber die Bestimmung einer Vielzahl an Motilita¨ts- und Morphologieparametern
[190, 188, 235]. Einige CASA-Systeme sind heute auch schon in der Lage, Vitalita¨tsfa¨rbun-
gen mit Fluoreszenzfarbstoffen auszuwerten [204]. Allerdings befindet sich die CASA noch in
der Entwicklung, weswegen bei vielen Parametern Referenzwerte keine allgemeine Gu¨ltigkeit
haben oder ga¨nzlich fehlen. Auch gibt es bisher keine allgemeingu¨ltige Norm fu¨r die teilwei-
se noch manuell vorgenommenen Einstellungen der Gera¨te [235, 187, 188]. Dabei hat die
Konzentration der Spermaprobe, sowie die Einstellung der Kammertiefe und Bildrate einen
starken Einfluss auf das Ergebnis. Dies fu¨hrt wiederum zu einer Variabilita¨t zwischen den
Laboren. Wird ein und dasselbe Gera¨t mit den gleichen Einstellungen und einer a¨hnlichen
Spermakonzentration bei gleichen Verdu¨nnern verwendet, kann mit Hilfe der Messungen je-
doch eine sehr objektive und exakte Aussage u¨ber die Qualita¨t sehr vieler Spermien getroffen
werden. Der Einsatz von CASA-Systemen ist vorerst nur ein fu¨r die Wissenschaft zukunfts-
tra¨chtiges Verfahren. Ein Einsatz in der Praxis der KB erscheint auf Jahre hinaus nicht
vorstellbar.
Funktionelle Tests wie die In-vitro Fertilisation, der Hemizonaassay oder der Oozytenpene-
trationsassay ko¨nnen u¨ber komplexe Eigenschaften der Spermien Auskunft geben, wie sie
auch bei einer Befruchtung in vivo eine Rolle spielen. Aus vielerlei Gru¨nden eignen sich sol-
che Beurteilungsverfahren aber nicht fu¨r den Einsatz in der KB.
Die Mo¨glichkeiten zur Samenkonservierung sind eine wesentliche Determinante fu¨r die An-
wendung der KB in der Praxis. Beim Hund stehen hier verschiedene Verfahren zur Auswahl.
Durch Verdu¨nnung mit einem geeigneten Verdu¨nner und nachfolgende Ku¨hlung auf 4-5◦C
kann die Qualita¨t des Spermas mindestens vier und bis zu zehn Tagen in einem ausreichen-
dem Maße gewa¨hrleistet werden [236, 180, 179]. Bei der Ku¨hlung auf Temperaturen u¨ber den
Gefrierpunkt hat der Verdu¨nner vorrangig die Aufgabe, fu¨r die Erna¨hrung der Samenzellen
und eine Aufrechterhaltung des pH-Wertes zu sorgen. Dies geschieht mit Hilfe von verschiede-
nen Zuckern [179], Proteinen [98] und Puffer. In den meisten Fa¨llen wird dazu ein Trispuffer-
Eigelb-Glukose Verdu¨nner verwendet. Mit dieser Art der Konservierung kann theoretisch der
Samen eines Ru¨den termingerecht weltweit versandt werden. Von Nachteil ist aber die Tat-
sache, dass in diesem Fall der Zeitpunkt von Samengewinnung und -verarbeitung sowie der
optimale Besamungszeitpunkt bei der Hu¨ndin synchronisiert werden muss [204, 188, 129].
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Will man unabha¨ngig vom Besamungszeitpunkt Samen zur Verfu¨gung haben, z.B. weil der
Ru¨de nicht jederzeit verfu¨gbar ist, so steht beim Hund die Kryokonservierung des Spermas
zur Verfu¨gung. Damit kann qualitativ hochwertiges Sperma unabha¨ngig von Gewinnung,
Verarbeitung und Versand jederzeit eingesetzt werden. Bei der Kryokonservierung muss der
Verdu¨nner zusa¨tzlich die Funktion erfu¨llen, die Samenzellen vor den Einflu¨ssen der hohen
Temperaturschwankungen, die bei den Einfrier- und Auftauvorga¨ngen auftreten, zu schu¨tzen.
Dafu¨r wird in der Regel Glycerin verwendet, das sich als das beste Kryoprotektivum erwiesen
hat [74, 160, 53].
Die verschiedenen Protokolle unterscheiden sich bezu¨glich der Abku¨hl-, Einfrier- und Auftau-
varianten nur wenig. In der Regel wird das Sperma nach der Verdu¨nnung mo¨glichst schnell
auf 4◦C abgeku¨hlt [76]. Nach einer Adapationszeit von mindestens einer Stunde [160], und
dem Zusatz eines Kryoprotektivums erfolgt die Konfektionierung [155], und danach die ei-
gentliche Kryokonservierung mit einer Abku¨hlgeschwindigkeit von 10-30◦C/Minute [222, 53].
Beim Auftauen wird das Sperma entweder acht Sekunden ins 70◦C warmen oder 30 Sekunden
ins 37◦C warme Wasserbad gegeben [155, 204, 169]. Werden die Proben bei 70◦C aufgetaut,
verbessert sich die Vorwa¨rtsbeweglichkeit nach dem Auftauen, und auch der Anteil annor-
maler Spermien sinkt etwas. Dieses Verfahren kann die Spermaqualita¨t somit zwar minimal
verbessern, der Erfolg ha¨ngt aber sehr stark von der exakten Einhaltung der Auftauzeit ab.
Da bereits eine kurze U¨berschreitung der Auftauzeit die Spermaqualita¨t verschlechtert, ist
das Auftauen bei 70 ◦C in der Praxis wenig gebra¨uchlich.
Die Entwicklung und Verbesserung von Einfrierverfahren erfolgt bisher fast nur empirisch.
Angesichts der Vielzahl von Parametern bei den Vorga¨ngen Abku¨hlung, Einfrieren und Auf-
tauen, den mo¨glichen Variationen bei der Konzentration der Kryoprotektiva oder der Zu-
sammensetzung der Verdu¨nner, kann damit ein optimales Verfahren kaum erreicht werden.
Eigentlich wa¨re es erforderlich, die physikalischen Vorga¨nge an den Zellen beim Einfrieren
oder Auftauen zu untersuchen, um die Kryokonservierung von Samenzellen zu verbessern.
Um ein positives Tra¨chtigkeitsergebnis zu erreichen, muss die Hu¨ndin zum richtigen Zeit-
punkt mit der richtigen Technik und einer ausreichend hohen Anzahl Spermien mit gutem
Befruchtungsvermo¨gen besamt werden. Der optimale Besamungszeitpunkt liegt an den Ta-
gen zwei bis fu¨nf nach den Ovulationen, beziehungsweise an den Tagen vier bis sieben nach
Beginn des O¨strus [182, 231], weil die Eizellen ca. 48 Stunden nach Beginn des O¨strus ovu-
lieren und weitere zwei Tage zum vorla¨ufigen Abschluss der meiotischen Teilung (Metaphase
II) beno¨tigen [225, 227]. Fu¨r die Bestimmung des exakten Zeitpunktes stehen eine Rei-
he von aussagekra¨ftigen Parametern zur Verfu¨gung, deren Kombination eine ausreichende
Sicherheit bei der Bestimmung des Ovulationszeitpunktes erlaubt. Wichtige Untersuchungs-
verfahren sind dabei die klinische Untersuchung (z.B. Duldungsreflex und Vulvaschwellung
[150], ein Abstrich von der Vaginalschleimhaut (> 90 Prozent kornifizierter Zellen zum Ovu-
lationszeitpunkt [182, 225]), und die Progesteronmessung (> 7ng/Milliliter zum Zeitpunkt
der Ovulationen [150, 197]).
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Die Besamungsdosis ist insbesondere von der Lokalisation der Spermadeponierung und der
Konservierungsart abha¨ngig. In der Frage um die notwendige Besamungsdosis fu¨r frisches
oder kryokonserviertes Sperma gibt es noch keine klare Antwort. Wa¨hrend in einigen Fa¨llen
sehr niedrige Besamungsdosen (35x106) gute Ergebnisse lieferten [243], werden auch sehr
hohe Besamungsdosen empfohlen (310x106 Spermien) [210]. Insgesamt sind sich die Autoren
jedoch einig, dass Besamungen mit einer ho¨heren Besamungsdosis und mehreren Besamun-
gen innerhalb einer Fertilita¨tsperiode zu besseren Ergebnissen fu¨hren [128]. Einigen Wis-
senschaftlern zur Folge sind fu¨r durchgehend gute Konzeptionsraten Besamungsdosen von
150−200x106 Spermien notwendig [150, 199]. Bei einer intravaginalen Lokalisation der Sper-
madeponierung geht eine hohe Anzahl an Spermien verloren, da die Spermien die Cervix, die
als Barriere fu¨r die Samenzellen dient, u¨berwinden mu¨ssen [128]. Es ist deshalb sinnvoll, bei
einer Besamung mit kryokonserviertem Sperma eine intrauterine Spermadeponierung vorzu-
nehmen [128, 199, 11]. Allerdings kann im Fall einer intravaginalen Deponierung durch eine
erho¨hte Anzahl an Besamungen ebenfalls ein gutes Fruchtbarkeitsergebnis erzielt werden
[128].
Das Wissen um die Besonderheiten der meiotischen Reifung der Eizellen beim Hund, die
erst nach den Ovulationen im Eileiter das befruchtungsfa¨hige Stadium der Metaphase II
erreichen, war eine Voraussetzung fu¨r die Festlegung des optimalen Besamungszeitpunkts.
Durch die Fortschritte bei den Verfahren zur Ovulationskontrolle sind die Erfolgschancen der
Ku¨nstlichen Besamung stark gestiegen. Die Genauigkeit der Ovulationskontrolle mittels kli-
nischer Untersuchung, Vaginoskopie, Vaginalzytologie und Progesteronmessung erlaubt eine
zielgenaue Besamung, so dass auch bei nur einer Besamung innerhalb der Befruchtungsperi-
ode gute Konzeptionschancen gegeben sein ko¨nnen.
Grundsa¨tzlich ko¨nnen also mit der KB beim Hund anna¨hernd gleiche Befruchtungserfolge
erzielt werden, wie beim natu¨rlichen Deckakt. Zusa¨tzlich weist dieses Verfahren gegenu¨ber
dem natu¨rlichen Deckakt viele Vorteile auf. Kryokonserviertes Sperma ist unbefristet halt-
bar, und kann leicht transportiert werden. Dadurch la¨sst sich das genetische Material der
einzelnen Rassen auf Dauer erhalten, wodurch die Zuchtlinien verschiedener Deckru¨den auch
u¨ber den Tod des Ru¨den verfolgt werden ko¨nnen, was das Risiko der Inzucht betra¨chtlich
minimiert.
Obwohl die Fortpflanzungsmedizin auf dem Gebiet der KB beim Hund weit entwickelt ist,
ist die ku¨nstliche Besamung fu¨r die Hundezucht in den deutschen Verba¨nden noch nicht
voll anerkannt. Auch im Punkt 12 des internationalen Zuchtreglements fu¨r Rassehunde der
Federation Cynologique International [64] wird die Anwendung der KB beim Hund einge-
schra¨nkt: ”Ku¨nstliche Besamung darf nicht bei Tieren angewandt werden, die sich nicht
zuvor auf natu¨rlicher Weise fortgepflanzt haben”. Da zu erwarten ist, dass durch eine A¨nde-
rung im Reglement der Zuchtverba¨nde und Vereine bald eine vermehrte Nachfrage von Seiten
der Zu¨chter besteht, ist es sinnvoll, die Ausbildung auf dem Gebiet der KB beim Hund zu
intensivieren.
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Betrachtet man die Abfolge einer Ku¨nstlichen Besamung, so mu¨ssen hier sehr viele spe-
zialisierte Techniken angewendet werden. Dies erfordert spezielle Kenntnisse in Andrologie
und Gyna¨kologie, die u¨ber die u¨blichen Anforderungen in einer Kleintierpraxis hinausgehen,
Aus diesem Grund wurden im Rahmen dieser Arbeit zwei Lernfa¨lle mit Hilfe des CASUS-
Programms erstellt, die sich mit der Thematik ”KB beim Hund” bescha¨ftigen. Das CASUS-
Programm ist eine Form des E-Learnings, die sowohl in der Ausbildung als auch in der Fort-
und Weiterbildung eingesetzt werden kann.
CASUS Lernfa¨lle sind als interaktives Lehrmedium eine gute Erga¨nzung zur Wissensver-
mittlung durch Vorlesungen und Bu¨cher. Der Benutzer ist bei der Bearbeitung flexibel in
Zeit und Ort, was jedoch ein gewisses Maß an Selbstdisziplin erfordert. Durch die Rolle als
Tierarzt in einem klinischen Fall ru¨ckt der Benutzer von der passiven in die aktive Rolle, da
er mit der Beantwortung der Fragen selbst nach einer Problemlo¨sung suchen muss.
In dieser Arbeit wurde darauf geachtet, dass die beiden Fa¨lle mo¨glichst praxisnah den ge-
nauen Vorgang und die Technik fu¨r Spermagewinnung, -untersuchung und -konservierung
wie auch die ku¨nstliche Besamung selbst darstellen. Die Benutzer (praktischen Tiera¨rzte,
Studenten) ko¨nnen sich dabei neues Wissen aneignen und gleichzeitig bereits vorhandenes
Wissen u¨berpru¨fen. Fu¨r einen Lernfall wurde jeweils maximal eine halbe Stunde Bearbei-
tungszeit veranschlagt, um ein schnelles Erfolgserlebnis vermitteln zu ko¨nnen.
Um die Rezeption der beiden Lernfa¨lle beurteilen zu ko¨nnen, durften Studenten der Tier-
medizinischen Fakulta¨t der LMU-Mu¨nchen die Fa¨lle anhand eines Fragebogens bewerten.
Insgesamt wurden die Lernfa¨lle positiv bewertet. Die Studenten hatten Freude an der Be-
arbeitung dieser Lernfa¨lle und meinten mehrheitlich, einiges dabei gelernt zu haben. Das
Programm war offenbar einfach zu bedienen, denn Bedienungsprobleme spielten kaum eine
Rolle bei der Beurteilung.
Das Anforderungsniveau und der Stoffumfang der Lernfa¨lle wurden unterschiedlich beurteilt.
Das Anforderungsniveau war fu¨r die Studierenden in der klinischen Ausbildung (Rotation)
richtig gewa¨hlt, wa¨hrend Studenten aus dem 2. - 7. Semester mit weniger Vorwissen das
Anforderungsniveau vermehrt als etwas zu hoch empfanden. Dennoch hat auch diesen Stu-
dierenden die Bearbeitung des Falles Spaß gemacht, was dafu¨r spricht, dass man den Lernfall
nicht nur zur Wissensu¨berpru¨fung sondern auch zur reinen Wissensvermittlung nutzen kann.
In einigen Fa¨llen wurde der Stoffumfang als etwas zu umfangreich eingestuft. In dieser Arbeit
wurde versucht, die wesentlichen Informationen aus dem Komplex Ku¨nstliche Besamung in
zwei Fa¨llen zu verarbeiten. Theoretisch wa¨re natu¨rlich eine Aufteilung des Stoffes in meh-
rere Fa¨lle mo¨glich. Mit einer Zerstu¨ckelung in sehr kleine Wissensblo¨cke geht aber eventuell
der Praxisbezug verloren, der ja einen wesentlichen Anreiz zur Bearbeitung darstellen soll.
Mit einer steigenden Aufsplitterung wa¨chst zudem auch die Wahrscheinlichkeit, dass nicht
alle Fa¨lle eines Themenkomplexes bearbeitet werden. Letztendlich mu¨ssten die Fa¨lle dann
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vielleicht sogar in einer bestimmten Reihenfolge bearbeitet werden, um eine sinnvolle Wis-
senvermittlung zu erzielen. Die mehrheitliche Beurteilung zeigt, dass diese Einscha¨tzung
richtig, und die Teilung des Themas der ku¨nstlichen Besamung in zwei gro¨ßere Themenkom-
plexe sinnvoll war.
Die Freitextkommentare zeigten, dass sich die Studenten einen starken Praxisbezug in der
klinischen Ausbildung wu¨nschen. Auch deswegen wurde in den Lernfa¨llen versucht, genau
diesen herzustellen.
Beinahe alle Studenten haben die Lernfa¨lle alleine bearbeitet. Als positiv ist dabei zu sehen,
dass der Student den Fall in seinem eigenen Tempo bearbeiten kann, und sich selbst die
Antwort zu jeder Frage u¨berlegt. Auf der anderen Seite ko¨nnten die Lernfa¨lle aber auch in
der Gruppe bearbeitet werden und zu gemeinsamen Diskussionen anregen. Außerdem ko¨nn-
ten eventuell auftauchende Fragen ohne großes Nachschlagen gleich in der Runde gekla¨rt
werden. Beim vermehrten Einsatz von Online-Lernfa¨llen von CASUS in der Zukunft wird
sich zeigen, welche Arbeitsform bevorzugt wird.
Obwohl die Lernfa¨lle von den Studenten durchweg positiv beurteilt wurden, kann nicht ge-
sagt werden, ob sich der Lernerfolg durch die Bearbeitung wirklich gesteigert hat. Eine sol-
che Beurteilung wu¨rde den Vergleich einer großen Anzahl Studenten mit etwa dem gleichen
Vorwissen und dem gleichen Lernverhalten, oder den Vergleich mehrerer ganzer Semester
unter Beobachtung des Lernverhaltens erfordern. Das Angebot von Lernfa¨llen als erga¨nzen-
des Lehrmedium neben Vorlesungen und Bu¨chern ist jedoch auf jeden Fall sinnvoll.
CASUS-Fa¨lle sollen kein Ersatz fu¨r Vorlesungen oder die Wissensvermittlung durch Bu¨cher
sein. Die Bearbeitung von Lernfa¨llen ist wahrscheinlich eher eine Form der Wissensu¨ber-
pru¨fung. Gleichzeitig kann theoretisches Wissen virtuell an einem klinischen Fall ”auspro-
biert” werden, was zweifellos eine sinnvolle Erga¨nzung des klassischen klinischen Unterrichts
sein kann. Die Evaluierung ergab, dass Studenten diese Art des Lernens gerne annehmen,
und sich eine Weiterentwicklung dieser Lernform wu¨nschen.
6 Zusammenfassung
In dieser Arbeit wird der aktuelle Stand der wissenschaftlichen Literatur u¨ber die gesam-
te Thematik der ku¨nstlichen Besamung beim Hund dargestellt. Zusa¨tzlich wurden zwei
Lernfa¨lle u¨ber die ku¨nstliche Besamung beim Hund erstellt und von Studenten der Tier-
medizin evaluiert.
Ein U¨berblick u¨ber die Forschung zeigt, dass viele der zur ku¨nstlichen Besamung notwendigen
Einzelmaßnahmen technisch weitgehend etabliert sind. Spermagewinnung und -untersuchung
ko¨nnen auch unter Praxisbedingungen erfolgreich eingesetzt werden. Bei der Konservierung
von Sperma ist der Einsatz von frisch verdu¨nntem (Ku¨hlung) oder tiefgefrorenem Samen
(Kryokonservierung) mo¨glich. In beiden Fa¨llen muss mit einer individuell unterschiedlichen
Reduktion des Befruchtungsvermo¨gens gerechnet werden. Die Technik fu¨r die Besamung soll-
te abha¨ngig von der Qualita¨t und Art der Spermaproben gewa¨hlt werden. Die intrauterine
Besamung erfordert Erfahrung und ein spezielles Instrumentarium, fu¨hrt jedoch auch bei
Verwendung von kryokonservierten Samenproben zu guten Tra¨chtigkeitsraten. Die intrava-
ginale Besamung ist technisch einfach durchzufu¨hren, kann aber nur bei Einsatz qualitativ
sehr guter frischer oder geku¨hlter Samenproben zu befriedigenden Fruchtbarkeitsergebnissen
fu¨hren.
Die bisher bekannten Techniken zur Bestimmung des Besamungszeitpunktes bei der Hu¨ndin
erlauben eine gute Pra¨zision bei der Vorhersage des Zeitpunktes der Ovulationen. Die so-
genannte Fertilita¨tsperiode befindet sich an den Tagen zwei bis fu¨nf nach den Ovulationen.
An diesen Tagen fu¨hrt eine Doppelbesamung mit einer Besamungsdosis von 150 − 200x106
Spermien in der Regel zu guten Tra¨chtigkeitsraten und Wurfgro¨ßen.
Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei Lernfa¨lle mit Hilfe des Casus-Programms erstellt. Sie
sollen den Studenten die Technik der ku¨nstlichen Besamung vermitteln. Casus ist eine Form
des E-Learnings, das der reinen Wissensvermittlung dient. Der erste Lernfall behandelt die
Spermagewinnung, -untersuchung und -konservierung. Der zweite Lernfall bescha¨ftigt sich
mit der ku¨nstlichen Besamung selbst. Lernziele waren hier unter anderem die Bestimmung
des optimalen Besamungszeitpunktes und die Technik der Sameneinfu¨hrung.
Die Beurteilung der Lernfa¨lle erfolgte mit einer Evaluierung durch Studenten der Tiera¨rztli-
chen Fakulta¨t der Ludwig Maximilian Universita¨t in Mu¨nchen Es zeigte sich, dass die Stu-
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denten Freude an der Bearbeitung hatten, und nahezu alle Benutzer gerne weitere Lernfa¨lle
bearbeiten wu¨rden. Positiv wurde auch die leichte Bedienbarkeit des Programms bewertet.
Die durchgehend positive Beurteilung der Lernfa¨lle zeigt, dass Casus-Lernfa¨lle konventio-
nelle Lehrmedien wie Bu¨cher, Skripten und Vorlesungen erga¨nzen ko¨nnen. Allerdings kann
anhand dieser Arbeit noch keine Aussage daru¨ber getroffen werden, ob der Lernerfolg durch
eine Bearbeitung der Fa¨lle gesteigert werden kann.
7 Summary
In this thesis the scientific literature about artificial insemination in dogs is reviewed. Addi-
tionally two clinical cases about artificial insemination in dogs, generated with the CASUS-
programme, are presented together with the evaluation by students of veterinary medicine.
Most of the techniques necessary to perform artificial insemination have been established.
Semen collection, semen analysis and preservation can be used successfully in practice. For
sperm preservation the use of fresh diluted (cooled) or frozen sperm (cryopreservation) is
possible. With both methods an individually variable reduction of fertilizing ability must
be considered. The insemination technique should be chosen according to the quality and
the preservation method of the sperm sample. Intrauterine insemination requires experience
and a special equipment but provides good results even with the use of cryopreserved semen
samples. Intravaginal semen deposition is technically simple; good fertilisation rates will be
achieved only with the use of good quality fresh or cooled semen samples.
The techniques available for the determination of insemination timing in bitches, allows an
accurate prediction of the ovulations. Insemination should be performed between the second
and the fifth day after ovulation. A double insemination with an insemination dose of 150-200
million spermatozoa during this period of time will result in good fertilisation and whelping
rates.
Within the framework of this thesis two cases were generated with the aid of the CASUS
programme. CASUS is an E-Learning tool aimed at knowledge transfer. The first case is
about semen collection, semen analysis and preservation. The second case is dealing with
the procedure of artificial insemination in the bitch. In this case the students should be
familiarized with the determination of the optimal insemination timing and the technique of
sperm deposition.
The evaluation of the learning cases was accomplished by students of the veterinary de-
partment of the Ludwig-Maximilian-Universita¨t in munich. Students generally considered
the cases a valuable tool. Nearly all users would like to continue working with this kind of
e-learning tool. Handling of the programme was also judged very positively.
The positive evaluation demonstrates, that CASUS learning cases can supplement conven-
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tional teaching methods such as books or lectures. However the impact of such learning tools
on the learning success remains to be determined.
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